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RESUMO

ESTUDO COMPARATIVO ENTRE LINFOMAS NAO HODGKIN EM INDIVIDUOS
HIV- POSITIVOS E HIV-NEGATIVOS EM SALVADOR, BAHIA: ASSOCIACAO COM
O VIRUS EPISTEIN-BARR E CLASSIFICACAO SEGUNDO A OMS-2001.
[INTRODUCAO] Diferentes aspectos clinico-epidemiolégicos € patolégicos tém sido
descritos em neoplasias ocorrendo em pacientes HIV positivos (HIV+). Linfomas fazem parte
deste grupo, sendo o Linfoma Nao-Hodgkin (LNH) a segunda neoplasia mais comum em
pacientes com AIDS. Porém, tem sido observada uma grande variagdo geogrifica na
frequencia de LNH em pacientes HIV-positivos, bem como na distribuigdo dos diferentes
subtipos histolégicos. [OBJETIVOS] Desde que pouco se sabe sobre LNH em pacientes
HIV+ no nosso meio, realizamos este trabalho para: a) classificar de acordo com a OMS os
LNH ocorrendo nestes pacientes, comparando com LNH em pacientes HIV-negativos (HIV-)
em Salvador-Bahia; b) investigar associagcdo com infec¢do pelo virus Epistein-Barr (EBV) no
tecido neopldsico destes pacientes. [MATERIAL E METODOS] Estudo caso-controle
retrospectivo. Foram levantados dados clinicos e epidemiol6gicos de casos de LNH
diagnosticados em Salvador entre Janeiro de 1998 e Dezembro de 2002. Para tanto foram
revisados os prontudrios dos pacientes com LNH e/ou realizadas entrevistas com médicos
envolvidos no atendimento em servigos de referéncia no atendimento de LNH e/ou AIDS em
Salvador. Foram obtidos 17 casos e¢ 30 controles. Os LNH foram submetidos a revisdo
histol6gica, imunoistoquimica e classificados segundo a OMS-2001. A infec¢do pelo EBV foi
detectada por técnicas de imunoistoquimica e hibridizagdo in situ. [RESULTADOS] A média
de idade dos LNH nos pacientes HIV + foi de 41 (+/-8,5) anos, inferior ao do grupo controle
(p=0,01). O acometimento primdrio de sitios extra-nodais foi mais freqiiente nos casos
(12/17) que nos controles (10/30) (p=0,004). Os LNH em pacientes HIV+ foram
exclusivamente de fenétipo B e de alto grau de malignidade, enquanto que no grupo controle
houve linfomas com fenétipo B e T e graus histoldgicos varidveis. O percentual de casos
positivos para EBV foi significativamente maior nos casos que nos controles (p =0,002).
[CONCLUSAQO] Os LNH em pacientes HIV+ tém aspectos clinicos e histopatolégicos
distintos dos descritos na populagdo geral: apresentam alto grau de malignidade, t€ém
tendéncia & manifestagdo primadria em sitios extra-nodais e exibem uma alta associagdo com a
infecgdio pelo EBV. E possivel que o EBV desempenhe um papel importante no
desenvolvimento de alguns dos subtipos de LNH em pacientes HIV +. Porém, hé necessidade
de estudo sistematico prospectivo para melhor caracterizag@o destes linfomas. [PALAVRAS-
CHAVE] Linfoma No Hodgkin, HIV, Virus Epstein-Barr



ABSTRACT

COMPARATIVE STUDY BETWEEN THE NON-HODGKIN LYMPHOMA IN HIV-
POSITIV PEOPLE AND HIV-NEGATIV ONES IN SALVADOR, BAHIA. ASSOCIATION
WITH THE EPSTEIN-BARR VIRUS AND CLASSIFICATION ACCORDING TO THE
WHO-2001. [INTRODUCTION] Distinct clinical-epidemiologic and pathologic aspects have
been described in neoplastic diseases occurring in HIV-positive (HIV+) patients. Lmphomas
are part of this group, and Non-Hodgkin’s Lymphoma (NHL) is the second most common
cancer in AIDS. However, the frequency of LNH may be highly variable in different
geographic areas, not only in HIV+ patients but also in immunocompetent patients.
[OBJECTIVES] As there is little information about lymphomas in HIV+ patients in Salvador,
Brazil, we proposed to study and classify according to OMS, LNH in HIV+ patients and
compare their characteristic with lymphomas occurring in HIV-negative (HIV-) patients in
Salvador-Bahia-Brazil. We also investigated the presence of the Epstein-Barr virus (EBV)
infection in tumor tissue of these patients. [MATERIAL AND METHODS] A retrospective
case-control trial. We revised the files of NHL patients and/or interviewed medical doctors
involved in the treatment of AIDS and NHL in several clinics and hospitals in Salvador. We
studied 17 HIV+ NHL (cases) and 30 HIV- NHL (controls). Paraffin sections of neoplastic
tissue were analyzed by immunohistochemistry and classified according the OMS-2001. The
detection of EBV infection was performed wusing in situ hybridization and
immuohistochemistry. [RESULTS]. The LNH in HIV+ patients occurred in younger people
when compared with the control group (p=0, 01). The primary involvment of extra-nodal sites
was more frequent among HIV+ patients than in HIV- patients (p=0,004). NHL occurring in
HIV+ patients were high grade lymphomas exclusively of B-cell imunophenotype. In the
HIV- group there were variable histological grade and imunophenotype (T, B or null). The
frequency of EBV infection in NHL was significantly higher in the HIV+ lymphomas
(p=0,002). [CONCLUSIONS] NHL in HIV+ pacients has distinct histological and clinical
aspects. These LNH are of high grade of malignance, have a tendency of primary extra-nodal
presentation and a high association with EBV infection. EBV infection may be related to the
development of some subtypes of LNH by HIV+ patients. However, it is necessary to study a
larger series of cases for a better characterization of the NHL in the HIV+ patients. [KEY-
WORDS] Non-Hodgkin Lymphoma, HIV, Epstein - Barr virus.



ZUSAMMENFASSUNG

VERGLEICHENDE STUDIE ZWISCHEN NON-HODGKIN LINFOME IN HIV-
POSITIVEN UND HIV-NEGATIVEN MENCHEN IN SALVADOR, BAHIA:
UNTERSUCHUNG DER MOGLICHEN VERBINDUNG MIT DEM EPISTEIN-BARR
VIRUS UND KLASSIFIZIERUNG GEMAS WHO-2001.[EINFUHRUNG] Verschiedene
klinische, epidemiologische und pathologische Aspekte werden in den neoplastischen
Krankheitsbildern beschrieben die in HIV-positiven (HIV+) Patienten auftreten. Die Linfome
sind ein Teil dieser Gruppe und die non-Hodgkin Linfome (NHL) sind die zweithdufigsten
Krebse Erkrankungen an AIDS. Wegen des hohen Auftretens dieser Krankheit, sind einige
Subtypen von NHL, die sich in HIV+ Menschen zeigen, als Diagnosekriterien von AIDS
inbegriffen. Es ist bekannt, dass einige klinische Erscheinungen von AIDS, die einige Aspekte
und die Hiufigkeit der neoplastischen Krankheiten beinhalten, eine groBe geographische
Variabilitdt haben. [ZIEL] Da es nur wenige Informationen iiber das Auftreten von NHL in
HIV+ Patienten in unserem Land gibt, haben wir diese Forschung mit den folgenden Zielen
entwickelt: a) Knnzeichnung und Klassifizierung der NHL, die in diesen Patienten auftraten,
gemiB der WHO und Vergleich dieser mit einer Gruppe von HIV negativen Patienten (HIV-)
in Salvador-Bahia-Brasilien; b) Untersuchung des Vorhandenseins des Epistein-Barr Virus
(EBV) im Tumorgewebe dieser Patienten. [MATERIAL UND METHODEN] Fiir diesen
Zweck haben wir: a) die Krankenakten der NHL Patienten revidiert und/oder Interviews mit
den behandelnden Arzten beider Krankheiten in verschiedenen Kliniken und Krankenhéusern
gemacht; b) histologische und immunhistochemische Analysen des parafinierten
Tumorgewebes der mit NHL Diagnostizierten gemacht und diese gemid der WHO-2001
klassifiziert; c) alle parafinierten Tumorgewebe in die In-situ-Hybridisierung und
immunhistochemische gegeben, um sie dort auf EBV-Antigene zu untersuchen.
[ERGEBNISSE] Wir konnten NHL in 17 HIV+ finden und mit 31NHL in HIV- Patienten
vergleichen. Die meisten der HIV+ Patienten mit NHL waren junge ménnliche Personen, die
Mehrheit im fortgeschrittenen Stadium und mit histologischen Subtypen von aggressivem
klinischen Verhalten, siamtliche mit einem B-Zellen-Phénotyp. Die extranodale
Ersterkrankung war hiufig und die Mehrheit der Patienten hatten CD 4<200/m m’. Der
Prozentsatz der EBV-positiven in den NHL war signifikant hoher in HIV+ Patienten als in
HIV- (p=0,001). [ERGEBNISSE] Wir schlieBen, dass die NHL in HIV+ Patienten einen
unterschiedlichen klinischen Aspekt haben als die normale Population. Sie haben auch
aggressive Tumore, die Tendenz des extranodalen Auftretens und eine hohe Verbindung zu
EBV-Infektionen. Wir hoffen mit dieser Arbeit einen Beitrag zu leisten fiir eine bessere
Charakterisierung der NHL-Patienten bei HIV+ Menschen in unserer Stadt.
[SCHLUSSELBEGRIFFE]|Non-Hodkin-Linfome, HIV, Epstein-Barr-Virus
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1. INTRODUCAO

Cerca de 60 milhdes de pessoas no mundo ji se infectaram com o virus HIV. A AIDS
representa atualmente a quarta causa de morte na humanidade. Até o final de 2002 existiam
42 milhGes de pessoas vivendo com AIDS no mundo; 1,5 milhdes na América Latina
(UNAIDS, 2002). Dos 257.771 casos notificados no Brasil até dezembro de 2002, 9%
pertenciam a regido nordeste, um quarto destes provenientes da Bahia, dos quais, 61,5%

diagnosticados em Salvador (DADOS, 2002).

Os pacientes infectados pelo HIV t€m um risco bastante aumentado de apresentarem
neoplasias malignas, incluindo linfomas (DAL MASO, et al., 2001; GOEDERT, 2000). A
freqiiéncia aumentada de linfoma nfo-Hodgkin em individuos infectados com HIV,
pertencentes a varios grupos de risco e diferentes faixas etdrias, € observada em todo o mundo
(GAIL, et al., 1991; DAL MASO, & FRANCESCHI, 2003). O risco de LNH em pacientes
com AIDS em paises ocidentais é cerca de 150-250 vezes o da populagdo geral.
(SWERDLOW, 2003). Apesar de ocorrerem classicamente como uma manifestagio tardia da
AIDS, os LNH podem ser a primeira manifestacdo clinica desta doencga, e alguns subtipos

histolégicos sdo considerados condigdes clinicas que definem o diagnéstico da AIDS nos

pacientes HIV- positivos (CDC ,1992).

Algumas particularidades sdo encontradas nos LNH observados em pacientes HIV-positivos.
A maioria dos pacientes apresenta-se em estdgios clinicos mais avancados, possui doenga

volumosa e sintomas sistémicos, sendo freqiiente o envolvimento primdrio de sitios

extranodais.
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A patogénese do LNH relacionado a AIDS € multifatorial. Um dos possiveis fatores
implicados na génese desta neoplasia neste grupo de pacientes, € a redu¢do na resposta T
citotéxica especifica para virus (CARMICHAEL, et al., 1993). As infec¢des pelo HHSV-8 e
mais frequientemente pelo EBV tém sido relacionadas a patogénese de LNH em pacientes
HIV-positivos (NADOR, 1996; AMBINDER, 2001). O EBV tem a habilidade de estabelecer
infecgdes de longa duragdo em humanos, caracterizadas pela expressdo de um numero
limitado de proteinas virais codificadas pelos genes de laténcia viral. Algumas proteinas virais
de laténcia do EBV foram analisadas e mostraram-se importantes no processo de
imortalizacdo de linfécitos e como oncogenes, potencialmente relacionados ao aparecimento

de neoplasias.

A hibridizagdo in situ com sonda de RNA € um método sensivel para deteccdo do EBV em
material parafinado e tem a vantagem de localizar o virus diretamente no tecido analisado. A
imunoistoquimica para os antigenos LMP-1 e EBNA-2 do EBV, apesar de ndo ser um método
de escolha para detecgdo do EBV, € usada de rotina para detectar o tipo de laténcia viral

(GULLEY, 2001).

Neste trabalho identificamos os casos de LNH ocorrendo em individuos HIV-positivos em
Salvador, Bahia, Brasil ocorrendo no periodo de janeiro de 1998 a mar¢o de 2003;
classificamos tais LNH de acordo com a classificagdo da OMS-2001; verificamos alguns
dados clinicos e laboratoriais de relevancia nestes pacientes como idade, sexo, estadiamento
clinico, valores de desidrogenase litica (LDH) e CD4; pesquisamos a presenga de EBV no
tecido tumoral dos LNH; estabelecemos o tipo de laténcia viral através da imunoistoquimica
direcionada para os antigenos de laténcia do EBV (LMP 1 e EBNA 2) e por fim comparamos
os dados obtidos destes pacientes com um grupo controle de LNH ocorrendo em pacientes

HIV-negativos diagnosticados no mesmo periodo em Salvador.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 INFECCAO PELO HIV

2.1.1 Epidemiologia da Infeccio pelo HIV

A Sindrome de Imunodefici€éncia Adquirida (AIDS) é a manifestagcdo mais grave e avangada
da infecgdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Esta sindrome foi reconhecida
pela primeira vez em 1981 nos Estados Unidos. Na ocasido foram relatados os primeiros
casos, que ocorreram em homossexuais masculinos, previamente sauddveis, residentes em
Los Angeles, Califérnia e na cidade de Nova lorque. Estes pacientes desenvolveram

pneumonia por Pneumocystis Carinii ¢/ou Sarcoma de Kaposi (GOTTLIEB, et al., 1981).

A infecgdo pelo HIV atinge individuos em todos os continentes do mundo (UNAIDS, 2002).
A principal via de transmissdo € a sexual e os individuos em idade reprodutiva sdo os mais
acometidos. No inicio da epidemia, a infec¢do pelo HIV acometia principalmente individuos
com priticas homossexuais ou bissexuais. Mais recentemente, tem sido observada uma
tendéncia de acometimento, em propor¢des crescentes, de heterossexuais, sobretudo mulheres
(NEAL, et al., 1997). Outras vias de transmissao sdo também possiveis. A transmissdo por via
parenteral decorre da exposi¢do a sangue contaminado pelo HIV. Os exemplos mais
representativos desta forma de transmissdo sdo a transfusdo de sangue e produtos do sangue
(CURRAN, et al., 1984) e uso de agulhas contaminadas por usudrios de drogas injetdveis
(SCHOENBAUM, et al., 1989). A transmissao vertical perinatal € a responsdvel pela maioria

dos casos pediatricos de AIDS (DOUGLAS, et al., 1992).
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Desde o inicio da epidemia da AIDS o nimero de pessoas infectadas pelo HIV vem
crescendo, estima-se que cerca de 60 milhdes de pessoas jd se infectaram. No ano de 2002
foram cinco milhdes de novos casos registrados no mundo, cerca de 150.000 na América
Latina. Neste mesmo ano, existiam no planeta, 42 milhdes de pessoas vivendo com AIDS; 1,5
milhdes destas, na América Latina. HIV/AIDS € atualmente a quarta causa de morte no
mundo. Até o final de 2002 ocorreram cerca de 3,1 milhdes de mortes por AIDS, 60.000

destas, na América do Sul (UNAIDS, 2002).

Os primeiros casos de AIDS no Brasil foram detectados no inicio da década 80 nas cidades de
Sdo Paulo e Rio de Janeiro. Dados do Ministério da Sadde-Boletim Epidemiolégico da
Coordenacdo Nacional de DST e AIDS apontam para a existéncia no Brasil, no ano de 2000,
de cerca de 600 mil portadores do virus HIV em individuos entre 15 e 49 anos de idade. A
faixa etdria mais acometida pela AIDS no Brasil € de individuos entre 25 a 39 anos de idade.
A proporgdo de casos, entre homens e mulheres desde os anos 80 até a atualidade € cerca de
2,5: 1, no entanto, se analisarmos 0s casos ano a ano, veremos uma tendéncia marcante de
aumento de casos em mulheres ao longo do tempo (DADOS, 2002). Desde o inicio da década
de 80 até dezembro 2002 foram notificados 257.771 casos de AIDS no Brasil. Destes, 23.208
casos (9,0%) foram provenientes da regido nordeste. Nesta regido, a Bahia foi responséavel por

5.423 notificagdes (23,3%); 3.330 (61,4%) destas, na cidade de Salvador (DADOS, 2002).

2.1.2 Diagnéstico Laboratorial da Infec¢ao pelo HIV

Dois anos apés o relato dos primeiros casos de AIDS, foi isolado o virus responsdvel por esta
doenga (GALLO, et al., 1984). Este virus, inicialmente denominado de HTLV-III, hoje €
chamado de HIV-1. Em 1986 foi descoberto na Africa, o virus HIV-2 caracterizado por

possuir organizagdo genética homologa, modo de transmissdo € quadro clinico muito similar
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ao primeiro (CLAVEL, et al., 1986). O HIV-2 € encontrado quase exclusivamente ‘nas
regides Centro-Norte e Noroeste da Africa e Asia enquanto o HIV-1 ¢ difundido em todo o

mundo sendo responsavel por 99% das infecgdes.

HIV-1 e HIV-2 sdo retrovirus, membros da familia Retroviridae e da subfamilia dos
lentivirus. Possuem trés geneis essenciais denominados env, gag e pol que codificam
respectivamente, o envelope viral, os peptideos do nucleocapsidio e a enzima transcriptase
reversa. Eles possuem também seis genes regulatérios (nef, rev, tat, vif, vpu, vpr). No
envelope viral destacam-se as glicoproteinas (gp) derivadas da gp 160; a gpl120 e gp 41. O
nicleo viral € constituido pelas proteinas p24, p17, p9 e p7 e contém duas cépias de RNA de
fita Unica (Figura 1). A transcriptase reversa e a integrase, proteinas presentes no nicleo
viral, sdo responsdveis pela transcrigdo da seqiiéncia sense do RNA em DNA e pela

integragdo deste, ao genoma da célula hospedeira (GREENE, et al., 1991).

Existem trés grupos de virus HIV-1 divididos com base em anélises filogenéticas, o grupo M
(major), o grupo O (outlier) e o grupo N (new ou non-M-non 0). O grupo O, tem homologia
de 55 a 70% com outros subtipos do HIV-1 e é mais encontrado na regido oeste e central da
Africa. O grupo N foi descrito em niimero limitado de isolados provenientes dos Camardes. O
grupo M, por sua vez, compreende diferentes subtipos ou cepas, além de algumas formas
recombinantes e se distribui de maneira mais homogénea no mundo (COHEN, O, et al.,
2000). No Brasil tem sido demonstradas a maioria destes subtipos e algumas formas
recombinantes, sendo o subtipo B o mais predominante no nosso meio (MORGADO, et al.,
2002; GALVAO-CASTRO et al., 1996). Em estudo recente, analisando-se amostras de 149
individuos HIV positivos no estado do Cear4, verificou-se que os subtipos mais comuns eram

o subtipo B, F e recombinantes B/F (GADELHA, et al., 2002).
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Figura 1: Representacdo esquemdtica do virion e do genoma HIV
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Fonte: adaptada de Greene (1991)

A infec¢do pelo HIV € diagnosticada pela detecgdo do préprio virus, genoma viral, antigenos
virais ou anticorpos anti-HIV, especificos para o virus (GURTLER, et al., 1996). Em 1985
foram disponibilizados os primeiros testes sorolégicos para deteccdo do HIV (método de
ensaio enzimdtico ELISA). Os ensaios de primeira geragdo para detec¢ao do HIV utilizavam
originalmente lisados virais como antigenos. A utilizagdo de proteinas e peptideos virais
recombinantes nos testes ELISA de segunda geragao, resultou num aumento da sensibilidade
e especificidade do teste. A inclusdo de antigenos do grupo O nos testes ELISA de terceira
geragdo, a partir de 1994, aumentou a sensibilidade para detec¢do de cepas variantes

(ZAAIJER, et al., 1992). Os anticorpos para o HIV geralmente sdo detectados 6-8 semanas
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apos a infecgdo e persistem ao longo da vida do individuo infectado. Por este motivo os testes
de ELISA sdo considerados como primdrios na detec¢do de infecg¢do ja estabelecida pelo HIV.
Tais testes utilizam micro placas contendo antigenos virais imobilizados aos quais se ligam os
anticorpos do paciente. A presenga de anticorpos reagentes € detectada por diferentes
principios no teste ELISA. Pode ser utilizado um anticorpo anti-humano ligado a uma enzima
no caso do teste ELISA indireto ou um antigeno ligado uma enzima, no teste ELISA de duplo
antigeno ou a competi¢do com anticorpo especifico ligado a enzima, caso se trate de ELISA
competitivo. A acdo enzimdtica € visualizada pela conversdo do substrato incolor em um
derivado com cor (GURTLER, et al., 1996). A sensibilidade dos testes ELISA vai de 93% a
100% e a especificidade de testes repetidamente positivos atinge aproximadamente 99%.
Falsos positivos podem ocorrer ou por falha humana ou em algumas condi¢des patolégicas
(BYLUND, et al., 1992). A recomendacgdo do CDC para o diagndstico sorolégico da infec¢io
pelo HIV € a realizag@o de testes repetidos ELISA, seguido de confirmagdo com um segundo
tipo de ensaio em geral, o western-blot (INTERPRETATION, 1989). A OMS reconhece
como equivalente, o diagndstico sorolégico da infec¢do pelo HIV estabelecido através da
utilizagdo de dois testes ELISAs contendo diferentes antigenos e baseados em diferentes
principios, como demonstrado num estudo em populacdo de doadores de sangue no Brasil

(CARVALHO, et al., 1996).

O teste mais comum para confirmacdo de testes ELISAs positivos, € o immunoblot ou
Western Blot o qual se tornou o teste ouro para este fim (GURTLER, et al., 1996). O teste é
realizado a partir da incubacdo do soro do paciente com protefnas virais separadas por
eletroforese e dispostas num papel de nitrocelulose. Os anticorpos humanos direcionados as
proteinas virais do HIV quando presentes, podem ser identificados por um anticorpo humano

ligado a enzima de forma semelhante ao método ELISA. O teste € considerado positivo
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(conforme critérios pré-estabelecidos pelo CDC) quando estdo presentes pelo menos duas das

trés bandas p24, gp41 e gp120/160 INTERPRETATION, 1989).

2.1.3 Patogénese da Infec¢iao pelo HIV

O primeiro alvo da infec¢do pelo HIV sdo as células de Langerhans, células dendriticas
tissulares encontradas, por exemplo, no epitélio cervico vaginal. Tais células interagem com
os linfécitos T CD4 positivos (+) e vdo para tecidos mais profundos. No segundo dia de
infecgdo, os virus podem ser detectados nos linfonodos de drenagem. (KAHN & WALKER,

1998).

Os linfécitos T CD 4 + sdo as células preferencialmente infectadas pelo HIV. Existe uma alta
afinidade entre a gp120 do envelope do HIV com a molécula CD4 de superficie presente nos
linfécitos T auxiliares, células macrofagicas, células gliais e oligodendrécitos (WARD, et al.,
1987). O HIV penetra na célula interagindo também com co-receptores na superficie da célula
hospedeira, identificados como receptores de citocinas quimiotdticas: CXCR4 e CCRS
(DENG, et al., 1996; FENG, et al., 1996). O DNA pré-viral € sintetizado pela acdo da
transcriptase reversa a partir do RNA viral e o DNA viral de dupla hélice, desloca-se para o
nicleo onde se incorpora ao genoma celular pela acdo de uma integrase viral (GREENE, et
al., 1991). Apés a entrada na célula, HIV-1 pode estabelecer infec¢do latente persistente sem

replicag@o ou pode iniciar a replicagdo viral.

No curso da infec¢do pelo HIV existe um estado de ativagdo imune resultante de estimulos
antigénicos induzidos pelo préprio HIV, pelas infec¢des oportunistas associadas e por outros
estimulos inflamatérios, levando a ativag@o tanto de macréfagos, linfécitos e a indugdo de

citocinas pré-inflamatérias, além da expressdo de co-receptores por células mononucleares
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(LAWN, et al., 2001). Tal ativagdo por sua vez, atua modulando a susceptibilidade das células
a infecgdo pelo HIV e facilitando a replicagdo viral ja que, o ciclo replicativo do HIV € mais

eficaz em células linféides ativadas (FAUCI, et al., 1996).

O virus HIV induz extenso dano ao sistema imune por mecanismo direto relacionado ao virus
e mecanismos patogénicos indiretos. Tanto a imunidade celular quanto a humoral sdo
incapazes de controlar a infec¢do a qual resulta por fim, em anormalidades funcionais em
todos os tipos- celulares envolvidos na resposta imune (DE MILITO, 2004). O
desenvolvimento de linfocitopenia caracteristico da progressdo da doenca em individuos
HIV+ € o resultado da morte celular induzida por este virus; da destruicdo das células
infectadas; da indugdo de apoptose tanto em células infectadas quanto em células ndo
infectadas; além da regeneracdo linféide prejudicada tanto ao nivel de maturagcdo no timo
quanto na hematopoiese medula ssea (MACIEJEWSKI, et al.,, 1994). Observa-se um
complexo padrdio de mudangas graduais na composi¢do dos subtipos de células T com
deplecdo tanto de linfécitos T auxiliadores (CD 4 positivos) e linfécitos T supressores (CD8
positivos), além de linfécitos T de memdria (CLARK, et al., 1999). A deplecdo e disfungio
de linfécitos T CD4 explicam a maioria das conseqii€ncias patoldgicas da infegdo pelo HIV.
A resposta dos linfécitos auxiliadores sofre alterag@o qualitativa com mudanga progressiva de
um padrio de resposta predominantemente Tyl para resposta tipo Ty2 (CLERICI &
SHEARER, 1993). A redugdo progressiva no nimero e fun¢do das células T-auxiliadoras
CD4 leva diminui¢do da resposta celular e diminui¢do da resposta a antigenos com

conseqiiente falha na resposta imune humoral. (COHEN, O., et al., 1999).

O alto indice de mutagdo do HIV somado a habilidade deste virus de induzir a uma sub-
regulagdo na expressdo de moléculas de histocompatibilidade tipo I nas células infectadas,

permite que o virus escape do reconhecimento pelas células T CD 8 positivas (GULZAR &



25

COPELAND, 2004). A desregulacdo no nimero e na funcdo dos linfécitos T CD 8 positivos
induzidas pelo HIV, ocasiona um estado de anergia com perda da atividade citotéxica destas
células ndo sé contra o virus HIV, mas também contra o virus Epstein—-Barr e outros

patégenos. (CARMICHAEL, et al., 1993).

Os linfécitos B sdo também alvo de danos induzidos pelo HIV e mostram ao longo da
infeccdo por este virus alteragcdes fenotipicas e funcionais em paralelo a hiperativagado
policlonal de células B, hipergamaglobulinemia e hiperplasia de foliculos linféides. As células
NK mostram redugdo na habilidade de destruir células alvo (ULLUM, et al.,, 1995).0s
mondcitos-macréfagos apresentam anormalidades funcionais: defeito na captagdo de
antigenos; no dano oxidativo induzido por estas células e na quimiotaxia; diminuig¢do da
expressido de moléculas MHC classe II; reducdo da secreg¢ao de IL-12; aumento da secregado
de IL-10 (POLYAK, et al., 1997). A func¢do dos neutréfilos encontra-se diminuida durante

todo o curso da infecg¢do pelo HIV (ELBIM, et al., 1995).

2.1.4 Manifestacées Clinicas da AIDS

A histéria natural da infecg@o pelo HIV compreende os seguintes eventos: a transmissao viral;
a sindrome retroviral aguda que ocorre em média 4 a 6 semanas apds a infec¢io pelo HIV e é
caracterizada por quadro clinico similar a mononucleose infecciosa; a soroconversdao que
geralmente coincide com a fase aguda e que € definida pelo aparecimento de anticorpos
especificos contra o HIV; o periodo de laténcia clinica com ou sem linfoadenopatia
generalizada persistente; a infec¢do sintomdtica precoce conhecida anteriormente como
Complexo Relacionado a AIDS; a doenga propriamente dita, AIDS; e a infe¢do avangada pelo
HIV, cuja caracteristica ¢ CD4 abaixo de 50/mm® (VERGIS & MELLORS, 2000). A

linfoadenopatia persistente generalizada € caracterizada pela presenca de linfoadenopatia
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generalizada por pelo menos trés meses, no minimo dois sitios diferentes extra-inguinais, na
auséncia de doenga associada que possa levar ao aparecimento de adenomegalias. Na bidpsia
destes linfonodos, a depender da fase, o achado histolégico pode ser de hiperplasia folicular,

involugdo de foliculos linféides ou uma mistura de hiperplasia e involugdo de foliculos

(BRYNES, et al., 1983).

As manifestagdes clinicas da AIDS sdo decorrentes de trés mecanismos fisiopatolégicos
principais: 1) Autoimunidade, 2) Disfungcdo Neurolégica e 3) Imunodeficiéncia. A marca da
infeccdo pelo HIV € a deterioragio do sistema imune levando a um estado de
imunodeficiéncia profunda como o préprio nome sugere: Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida. A imunodeficiéncia proporciona o aparecimento de uma variedade de doengas
infecciosas e neopldsicas (CHAISON, et al., 2000). Varios 6rgdos e sistemas do organismo
podem ser afetados, levando a diferentes apresentagdes clinicas e anormalidades
histopatolégicas. Em nosso meio, o estudo de 130 bidpsias hepiticas de pacientes com
diagnéstico de AIDS mostrou presenca de esteatose hepética em 43,4%; inflamagdo cronica
granulomatosa, com ou sem necrose em 22,3%; deposic¢do de pigmento enegrecido em 16,1%;
necrose em 7,7% e infiltracdo neopldsica em 1,6% (FONSECA JUNIOR, 1998). As
manifestacdes neurolégicas da AIDS podem decorrer da agdo direta do virus HIV ou do
resultado de infec¢des e neoplasias. A andlise de 62 encéfalos de pacientes com AIDS
necropsiados no periodo de 1991 e 1999 em Salvador-Bahia, mostrou diversas caracteristicas
neuropatoldégicas. Em 93,5% dos casos foram observadas alteracdes histopatoldgicas isoladas
ou combinadas, sendo: 58% infec¢des oportunistas encefélicas; 9,7% leucoencefalopatias/

encefalites, por lesdo direta do virus no SNC; 6,4% linfomas e 42% lesdes inespecificas

(SANTOS, 2001).
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2.2 NEOPLASIA E AIDS

Pacientes com infecdo pelo HIV tém um risco bastante aumentado de apresentarem neoplasias
malignas (DAL MASQO, et al., 2001; SWERDLOW, 2003). Quatro tipos de neoplasias sdo
atualmente incluidas nos critérios diagnésticos de AIDS do Center of Disease Control de
1993 (CDC, 1992): sarcoma de Kaposi, linfoma ndo Hodgkin, linfoma primdrio do cérebro e
carcinoma de colo uterino invasivo. Vdrios outros tipos de cancer, no entanto, t€ém sua
incidéncia aumentada na populagdo HIV-positiva como: o cancer de 1dbio, cancer de pulmao,
cancer de anus, cincer de conjuntiva ocular, linfoma de Hodgkin, mieloma multiplo e

leucemia (VOLM & VON ROENN, 1996).

2.3 LINFOMA NAO HODGKIN E AIDS

2.3.1 Epidemiologia do LNH nos Pacientes HIV-positivos

Cerca de dois anos apds a descrigdo da AIDS, foi relatado o primeiro caso de LNH em um
homossexual (DOLL, & LIST, 1982). A este caso inicial, seguiu-se alguns meses depois, a
publicacio de mais quatro casos de linfoma tipo Burkitt em homossexuais
imunocomprometidos (ZIEGLER, et al., 1982). Dois anos apds, mais 90 casos foram
descritos, estabelecendo-se uma relagdo mais clara entre LNH e AIDS (ZIEGLER, et al.,
1984). A freqiiéncia aumentada de linfoma ndo-Hodgkin em individuos infectados com HIV,
pertencentes a varios grupos de risco e diferentes faixas etdrias, € observada em todo o mundo
(GAILL, et al., 1991; DAL MASO, & FRANCESCHI, 2003). Em paises desenvolvidos foram
realizados estudos cruzando-se os registros de AIDS e os registros de cincer com o objetivo
de estimar o risco de linfoma e outras neoplasias em pessoas com AIDS. Nos EUA verificou-

se que existiam 2.156 casos de LNH (4,3%) dentre 51.033 pessoas com AIDS em sete regides
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americanas; quando a pesquisa foi estendida para mais 4 regides este nimero subiu para 3.344
casos. O risco relativo de LNH dois anos apds o diagnéstico de AIDS neste pais foi de 73
(95%CI : 70-75), (GOEDERT, et al., 1998; FRISCH, et al., 2001). Calcula-se que cerca de
10% de todos os LNH nos EUA sejam relacionados a AIDS (BIGGAR, & RABKIN, 1992).
Num estudo retrospectivo baseado no registro de New South Wales na Austrilia a comparagao
da incidéncia de LNH na populag@o geral com a populacdo HIV-positiva mostrou que o risco
de LNH estava aumentado 97,3 vezes nas pessoas HIV+ (GRULICH, et al., 1999). Na Itilia,
um dos paises com maior prevaléncia de AIDS na Europa, foi descrito que 8% do total de
LNH se correlacionavam a AIDS (DAL MASO, et al., 2001). Em paises em desenvolvimento
os dados sdo escassos e a maioria das informagdes sobre LNH e HIV vém de estudos
africanos. A incidéncia anual de LNH em um estudo da Uganda foi de 3: 100.000 no inicio de
1990 e 6:100.000 entre 1995-1997 (PARKIN, et al., 1999). Nesta mesma regido, um outro
estudo de caso-controle, mostrou um risco aumentado de LNH em individuos infectados pelo
HIV 6.2 (95%CIL: 1,9-19.9) (NEWTON, et al., 2001). Em Zimbdbue, uma das regides do
Sub-Sadra mais afetadas pela AIDS, a incidéncia foi de 4:100.000 no periodo de 1990 a 1995
segundo dados do registro de cancer local (CHOKUNONGA, et al., 1999). Em Ruanda o
risco relativo de LNH em individuo positivo para o HIV foi de 12,6 (95%CI: 2.2-54.4),
(NEWTON, et al., 1995). Na Africa do Sul, num estudo de caso-controle, este risco foi de
5.0 (95%CI: 1.7-9.5) (SITAS, et al., 2000). No Brasil, os dados do Ministério da Saude
indicaram um aumento do nimero de LNH associados a AIDS em individuos maiores de 13
anos de idade no momento da notificagdo da AIDS. No periodo de 1980 a 1984 foram
notificados 6 casos de LNH (cinco casos sistémicos € um LNH primério de SNC); entre 1985
a 1987 foram notificados 71 casos (60 LNH sistémicos e 11 LNH primérios de SNC),
elevando-se, no periodo de 1998 a junho de 2000, para 2062 casos dos quais 1521 LNH

sistémicos e 541 LNH primdrios do SNC (DISTRIBUICAO, 1999/2000).
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2.3.2 Histopatologia dos LNH em Pacientes HIV-positivos

No inicio da década de 80, a classificacdo de LNH supervisionada pelo Instituto Nacional do
Cancer dos Estados, conhecida como a Working Formulation, definiu 3 grupos principais de
linfomas. Nesta classificagdo os linfomas foram divididos de acordo com o comportamento
clinico em baixo, alto e grau intermedidrio de malignidade (NATIONAL, 1982). Em 1996,
Bacchi et al. estudaram 20 casos de LNH em AIDS no Brasil, utilizando a classificacdo
Working Formulation. Todos os casos foram classificados como LNH de grau intermediario e
de alto grau de malignidade. Onze casos foram classificados como difuso de grandes células,
quatro como imunobléstico e cinco casos eram de pequenas células ndo-clivadas tipo Burkitt.
A maioria destes casos tinha alto indice mitético apesar de ndo terem necrose como achado
histolégico proeminente (BACCHLI, et al., 1996). Anos mais tarde, com a classificagdo REAL,
foram acrescentados a andlise histolégica tradicional, dados sobre a imunoistoquimica e
citogenética do linfoma (HARRIS, et al., 1994). Com esta classifica¢do a lista de subtipos
histolégicos de LNH foi ampliada e os LNH foram divididos em dois grupos a depender da
origem celular: o grupo dos linfomas com origem em linfécitos B € o grupo com origem em

linfocitos T e/ou células NK.

Apenas recentemente, no entanto, com a publicagdo da OMS em 2001 (JAFFE, et al., 2001), é
que os linfomas Aassociados a infeccdo pelo HIV foram classificados separadamente. Nesta
classificag@o, os linfomas associados a infec¢do pelo HIV foram divididos em trés grupos,
cada qual com seus subgrupos (Tabela 1). No primeiro grupo, encontram-se os tipos
histolégicos de LNH que também ocorrem em individuos imunocompetentes. Neste grupo, os
linfomas de células B representam a maioria dos casos nos pacientes HIV-positivos. Os
subtipos histolégicos de linfoma B listados neste primeiro grupo sdo: linfoma de Burkitt (LB)

classico, LB com diferenciagdo plasmocitéide, LB atipico ou tipo-Burkitt e os linfomas
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difusos de grandes células B (LDGCB). Estes tltimos estdo divididos em variante
centrobldstica (LDGCB-C) e variante imunobléstica (LDGCB-I). Os LNH de ocorréncia mais

rara nesta populag@o sdo: o linfoma MALT, linfomas T periféricos e linfomas de células NK.

Tabela 1 - Classificagdo dos LNH associados ao HIV de acordo com a OMS-2001

1. Linfomas que também ocorrem em pacientes imunocompetentes
Linfoma de Burkitt
Cléssico
Com diferenciag¢io plasmocitéide
Atipico
Linfoma Difuso de Grandes Células
Centroblastico
Imunoblastico
Linfoma B extranodal de zona marginal associado a mucosa (linfoma MALT); (raro).
Linfoma T periférico; (raro).
Linfoma de Hodgkin Classico
2. Linfomas ocorrendo mais especificamente em pacientes HIV+
Linfoma Efusional Primdrio
Linfoma Plasmoblastico de Cavidade Oral
3. Linfomas que também ocorrem em outros estados de imunodeficiéncia

Linfoma de Células B Polimérfico (DLPTL)

Fonte: adaptado de JAFFE, et al. (2001).

Os LNH relacionados ao HIV pertencentes ao primeiro grupo da classificagio OMS-2001,

apesar de exibirem caracteristicas morfol6gicas similares aquelas em pacientes HIV-
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negativos, tém uma maior quantidade de debris celulares, figuras de mitose, € maior tendéncia
a necrose, sugerindo um maior indice de prolifera¢do e maior indice de crescimento tumoral
no grupo de pacientes com AIDS (KNOWLES, 1992). No segundo grupo se encontram os
LNH que ocorrem mais especificamente em pacientes HIV positivos. Fazem parte deste grupo
o linfoma Efusional Primario (LEP) e o linfoma plasmobléstico da cavidade oral (LPB). O
terceiro grupo de LNH em HIV+ € constituido por proliferagcdes linféides polimorficas

conhecidas como doengas linfoproliferativas similares as p6s transplante (DLPTL).

2.3.3 Tipos histolégicos de LNH em pacientes HIV-positivos

2. 3.3.1 LNH que também ocorrem em individuos imunocompetentes

O linfoma de Burkitt (LLB) cldssico foi o primeiro subtipo de linfoma B descrito em pacientes
com AIDS. Possui um aspecto celular monomérfico com proliferagdo difusa de células de
tamanho médio de citoplasma escasso, niicleo uniforme arredondado contendo de dois a seis
nucléolos pequenos. Um padrio descrito como “céu estrelado” € observado gragas a presenca
de macréfagos de citoplasma abundante claro geralmente contendo restos celulares derivados
de células neoplﬁsicas. Em geral estes linfomas apresentam um alto indice de proliferagao
celular com abundantes figuras de mitose, tendéncia a necrose e alta expressdo de antigeno
Ki-67, positivo na grande maioria das células tumorais, demonstrado através de técnicas de
imunoistoquimica com utilizagdo do anticorpo Mibl direcionado contra este antigeno
(CARBONE, 2003). O LB com diferenciacido plasmocitaria € uma variante quase exclusiva
dos individuos com AIDS representando cerca de 20% dos casos de LNH nestes pacientes.
Este linfoma é caracterizado por células de tamanho médio com citoplasma basofilico
abundante, nidcleo excéntrico e muitos nucléolos proeminentes localizados centralmente

(DAVI, 1998). O LB atipico também conhecido como tipo-Burkitt € menos freqiliente que as
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outras variantes, tem caracteristicas nucleares similares ao LB cldssico, porém tem maior
pleomorfismo celular e o niicleo pode conter nucléolos mais proeminentes. Esta variante €
diagnosticada como tal se possuir a translocacdo t (8; 14) ou uma de suas variantes ou

rearranjo no gene c-MYC.

O linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) contém numerosos centroblastos
misturados com um componente varidvel de imunoblastos. Quando o nimero de imunoblastos
€ maior que 90%, geralmente com caracteristicas plasmocitéides, classifica-se como variante
imunobldstica (LDGCB-I) para diferenciar dos demais LDGC ditos centroblasticos
(LDGCB-C). As células neoplésicas no LDGCB-C t€ém tamanho intermediério entre as do LB
e LDGCB-I, sdo arredondadas ou ovaladas, o micleo € em geral regular e contém um ou mais
nucléolos distintos, adjacentes 2 membrana nuclear. Células neoplésicas grandes com nicleo
clivado ou multilobado podem estar presentes em quantidade varidvel (RAPHAEL, et al.,
1991). O LDGCB-I geralmente exibem um padrio tipo “céu estrelado”, no entanto, menos
proeminente que no LB; as figuras de mitose sdo abundantes e estes linfomas tém tendéncia a
necrose. As células neopldsicas sdo maiores que no LB ¢ no LDGCB-C e tém em geral
citoplasma basofilico e nicleo redondo ou oval com nucléolo unico proeminente. Podem ser
vistas c€lulas binucleadas ou multinucleadas e pleomorfismo celular em alguns LDGCB-I
(KNOWLES & PIROG, 2001). Tem se observado recentemente que existe uma tendéncia

para aumento na freqitiéncia de LDGC e redugdo no nimero de casos de LB (LEVINE, 2000).

O linfoma anapliasico de grandes células (LAGC) de células B € caracterizado
morfologicamente por possuir células grandes pleomoérficas com citoplasma abundante e
nicleo de formato irregular contendo um ou mais nucléolos proeminentes. Células bizarras e
células gigantes multinucleadas lembrando células de Reed-Sternberg estdo presentes, além

de plasmécitos e macréfagos. A expressdo de CD30 € necesséria para o diagndstico, se ndo
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em todas, mas na maioria das células neopldsicas (CARBONE, 2002). De acordo com a
classificagio REAL o LAGC B € um subtipo dos linfomas difusos de grandes células B,
distinto dos linfomas anapldsicos com fenétipo T/0 (HARRIS, et al., 1994). Os linfomas
anapldsicos, quando relacionados a AIDS, expressam quase que exclusivamente
imunofenétipos de células B ou indeterminado, tratando-se portanto da forma anaplésica do
LDGC (TIRELLI, et al., 1995). Exemplos e LAGC com imunofenétipo T tém sido descritos
raramente em pessoas infectadas pelo HIV, inclusive com apresentacdo cutinea
(CHADBURN, et al.,, 1993; DRENO, et al., 1993). Cerca que 15% de LNH sistémico

relacionado a AIDS, na Itdlia representam LAGC (CARBONE, et al., 1994).

LNH vistos apenas raramente em pacientes com AIDS sao: linfomas T periféricos, incluindo
linfoma de linfécitos grandes granulares, linfoma T de grandes células, sindrome de Sezary,
linfoma T angiocéntrico e linfoma natural killer (BEYLOT-BARRY, et al., 1999; CANIONI,
et al., 2001; GOLD, et al., 1990; RUFF, et al., 1989; BIGGAR, et al., 2001). Raros casos de
linfoma B da zona marginal (tipo MALT) tém sido descrito tanto em criangas quanto

adultos com AIDS (Mc CLAIN, et al., 2000).

2.3.3.2 LNH que ocorrem mais especificamente em pacientes HI'V-positivos

O Linfoma primario de efusdes (LEP) ou linfoma de cavidades corporais apresenta-se
tipicamente com derrame pleural ou peritoneal. Pode estar presente também tumor sélido,
geralmente afetando o trato gastrointestinal ou tecidos moles. Neste linfoma as células
tumorais presentes nas efusdes sdo pleomérficas e bastante heterogéneas em forma e tamanho
e apresentam, na maioria das vezes, caracteristicas plasmocitéides. A marca registrada desta
neoplasia € a constante presenca do HHV8 nas células neoplasicas (NADOR, et al., 1996). O

Linfoma Plasmoblastico (LPB) descrito em 1997 (DELECLUSE, et al., 1997), € um tumor



34

de crescimento rapido, alto indice mitético, constituido principalmente por células grandes
com citoplasma basofilico, niicleo excéntrico, nucléolo tnico proeminente central ou vérios
nucléolos localizados na periferia do nicleo. Localiza-se na maioria das vezes na mandibula e
cavidade oral geralmente envolvendo a gengiva e infiltrando ossos adjacentes disseminando

para abdomen, retroperitonio, tecidos moles e medula dssea.

2.3.3.3 Doenca Linfoproliferativa Tipo Pés-Transplante

O linfoma polimérfico B, semelhante ao encontrado no pés-transplante, tem sido descrito
em pacientes HIV-positivos, porém em menor freqii€éncia que nos pacientes pds-transplante e

representa menos de 5% dos linfomas associados ao HIV (NADOR, et al., 2003).

2.3.4 Imunofenotipagem dos LNH em AIDS

A utilizagdo de anticorpos monoclonais que funcionam em secgdes de parafina permitiram a
incorporagdo do estudo inmunoistoquimico ao diagndstico anatomo-patolégico dos LNH
(BOENISH, 1989). A maioria dos linfomas diagnosticados em pacientes HIV-positivos sdo
monoclonais, demonstrando rearranjo clonal de genes de imunoglobulinas nos casos de
linfomas B ou dos genes receptores de células T, no caso de linfomas T (KNOWLES, et al.,
1988). Existem marcadores comuns a todos os tipos de linfoma, como exemplo o antigeno
leucocitdario comum (CD45RB ou LCA). Por ser um marcador linféide universal, este
antigeno tem sido usado principalmente no diagnéstico diferencial entre linfomas e neoplasias
indiferenciadas. Como a maior propor¢cdo dos linfomas em pacientes com AIDS sdo de
origem B, os marcadores mais expressos nas células tumorais sdo o CD19, CD20, CD79a,
CD10 (CARBONE, 2003). Menos freqiientemente, o anticorpo UCHL1 (CD45RO),

considerado marcador de células T, também pode ser expresso em células B de linfomas de
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alto grau associados a AIDS, principalmente naqueles com diferenciagdo plasmocitéide. A
expressio de HLA-DR ocorre em cerca de metade dos LNH de pacientes HIV+
(HAMILTON-DUTOIT, et al., 1991). Os linfomas plasmobldasticos (LP) podem ser apenas
fracamente ou focalmente positivos para o CD45RB e CD79a e mostrar negatividade para o
CD20, consistente com a perda destes antigenos nos estdgios mais tardios da diferenciacdo B
(HAMILTON-DUTOIT, et al.,, 1991, DELECLUSE, et al., 1997). Assim como o LP, as
células do LEP perdem também a expressdo de CD20 e a origem hematolinféide destes
linfomas pode ser confirmada pela expressio de CD45 na maioria dos casos e de
imunoglobulina em 20% dos casos. Os LEP podem também expressar fenétipo nulo ou
aberrante, como por exemplo, expressdo de CD3, um marcador de células T (BEATY, et al.,
1999). Imunoglobulina citoplasmatica € detectada ndo s6 nos LP e LEP como também em
linfoma de Burkitt com diferenciacdo plasmocitéide e linfoma imunobldstico com
diferenciagdo plasmobldstica. Antigenos associados a ativagdo celular como o antigeno de
membrana epitelial (EMA), CD30, CD38, CD71, podem estar presentes em alguns linfomas,
principalmente no LDGC-I e no LEP (CARBONE, 2003). Nos raros linfomas de células T
observados nestes pacientes, ocorre em geral, expressao de CD2, CD3, CD4 ou CD8, CD16
ou CD56. Nos 20 casos de LNH em AIDS descritos em 1996 no Brasil, 18 casos tinham

imunofenétipo B, um caso imunofenétipo T € um caso fenétipo nulo (BACCHI, et al., 1996).

2. 3.5 Apresentac¢io Clinica dos LNH em AIDS

O linfoma tem sido considerado tradicionalmente como uma manifestacdo tardia da infecgdo
pelo HIV. Este tem maior probabilidade de ocorrer no contexto de imunossupressao severa,
com contagens de CD4 abaixo de 200/mm3 e em pacientes com histdria prévia de patologias
associadas a AIDS (LEVINE, et al.,, 2001). O LNH, no entanto, pode ser a primeira

manifestacdo de AIDS (LEVINE, 1993). De acordo com os critérios estabelecidos pela



36

classificagdo do CDC-1993 apenas os linfomas de Burkitt, o linfoma difuso de grandes
células, incluindo a variante imunobléstica e o linfoma cerebral primdrio, sdo considerados
como condig¢des clinicas que definem o diagndstico da AIDS nos pacientes HIV positivos
(CDC,1992). De forma similar ao que ocorre em pacientes HIV negativos, os linfomas sdo
mais frequentes em homens que em mulhere com AIDS. O linfoma € o cincer mais comum
em criangas infectadas pelo HIV (LEVINE, et al., 2001). A maioria dos pacientes apresenta-
se em estagios clinicos mais avangados, com doenga volumosa e sintomas sistémicos de perda
de peso, febre e/ou sudorese noturna (sintomas B). O envolvimento primdrio de sitio extra-
nodal é comum, em torno de 60-90% dos casos. Qualquer sitio pode estar envolvido, porém
os mais freqiientes sdo o trato gastrointestinal, medula éssea, figado e sistema nervoso central
(LEVINE, 2000). Os casos descritos por Bachhi et al., no Brasil em 1996, ocorreram também
numa propor¢do maior de homens que de mulheres, porém em apenas 33% dos casos foi

observado envolvimento extra-nodal.

A desidrogenase lactica sérica (LDH) encontra-se, em geral elevada, de forma semelhante ao
encontrado em LNH agressivos na populagdo geral. Existe uma associacao significativa entre
o subtipo de linfoma e o estado da infec¢do pelo HIV. O LDGC tende a ser diagnosticado nos
pacientes com contagens mais baixas de CD4, geralmente inferiores a 100 x 10%L e o LB em
pacientes com CD4 mais elevados, geralmente mais de 200x10%L (CARBONE, 1997).
STRAUS, et al. (1998), identificaram quatro caracteristicas associadas a progndstico
desfavordvel nos pacientes com LNH e AIDS: idade maior que 35 anos, CD4 menor que
100/dL, estagio clinico III/IV, e histéria de uso de drogas endovenosas. O indice de
prognéstico internacional desenvolvido inicialmente para LNH de comportamento clinico
agressivo em pacientes HIV negativos, também tem sido validado para pacientes HIV +

(ROSSI, et al., 1999).
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O linfoma primério do sistema nervoso central € considerado como uma condi¢do clinica que
define o diagnéstico da AIDS (CDC, 1992). A vasta maioria destes linfomas sdo do tipo
difuso de grandes células. Os pacientes podem ter apresentagdo clinica bastante varidvel mas,
em geral sdo encontradas massas cerebrais volumosas, multifocais ou dnicas. Qualquer regido
do cérebro pode estar envolvida, porém cerca de 75% dos tumores sio localizados adjacentes
as superficies ventriculares ou convexidades corticais. Os sintomas incluem defici€ncias
neurolégicas como paresias ou paralisias de nervos cranianos; convulsdes podem ocorrer em
25% dos pacientes e cefaléia € comum. Alteracdo mental de personalidade ou
comportamento, confusdo, letargia, perda de memdria podem ser vistas. O liquor contém
células malignas em 25% dos casos. Na maioria dos casos, os pacientes t€m imunodeficiéncia
severa, baixas contagens de CD4 e doenca de longa duracdao (FINE & MAYER, 1993). No
nosso meio, Santos (2001), demonstrou a ocorréncia de 4,8% de linfomas primdrios do SNC,
numa série de 62 casos consecutivos de AIDS necropsiados no periodo de 1991 a 1999. Os
pacientes desta série, tinham como manifestacdes neuroldgicas: alteracdo mental, déficit
motor ¢ distirbio de sensibilidade e em um deles foram observados cefaléia e sinais de

hipertensdo intracraniana.

2.3.6 Patogénese dos LNH em pacientes com AIDS

A patogénese do LNH relacionado a AIDS envolve miiltiplos fatores, incluindo fatores do
hospedeiro e fatores intrinsecos do clone tumoral. Os fatores do hospedeiro sdo comuns em
todos os tipos histolégicos enquanto que, as anormalidades acumuladas no clone tumoral sio,
em geral, especificas para cada tipo particular de linfoma (GAIDANO, et al., 2000). Dentre os
fatores do hospedeiro destaca-se o grau de imunossupressdo induzido pelo HIV, a redugio
na imunovigildncia, a desregulacdo na produgdo e liberacdo de citocinas e fatores de

crescimento, o estimulo a diferenciagdo e proliferagdo cronica de células linféides. Em
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relagdo ao clone tumoral, o LNH em AIDS ¢€ caracterizado por acimulo rdpido e sucessivo de
lesGes genéticas distintas envolvendo proto-oncogenes e genes supressores de tumor
(KNOWLES & PIROG, 2001), (Tabela 2). Células que se originam em diferentes estdgios de
maturagdo, dardo origem a diferentes tipos e tumor. Diferentes eventos transformadores a
nivel molecular, também se associam a tipos distintos de LNH nestes pacientes. O nivel de
imunodeficiéncia do hospedeiro, por sua vez, varia com os diferentes tipos de LNH em

individuos com AIDS. (CARBONE, 2002).

2.3.6.1 O Papel da Imunossupressao

A imunossupressio e a redugdo da imunovigilancia de células T induzida pelo HIV
certamente sdo os principais fatores que contribuem para o desenvolvimento de LNH nestes
pacientes (BERAL, et al., 1991). O aumento da incidéncia de LNH em pacientes com
imunodeficiéncias congénitas e adquiridas ndo relacionadas a AIDS, reforcam o importante
papel deste fator na génese dos linfomas em pacientes HIV-positivos (HOOVER, 1992). O
risco de LNH nestes pacientes aumenta bastante quando a contagem de CD4 € menor que
50/mm3 e é proporcional ao tempo de imunosupressdo (LEVINE, et al., 1991). Uma redugéo
na resposta T citotéxica especifica para EBV e um aumento da carga deste virus, estdo
relacionados a um aumento na probabilidade destes pacientes desenvolverem linfoma (BIRX,

et al., 1986).
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2. 3.6.2 O Papel da Estimulac¢io Crénica de Linfécitos B

O alto nivel de estimulagdo de células B que ocorre em associagdo com o HIV pode levar a
proliferagdo de determinados clones de linfécitos B que podem acumular lesGes genéticas e
transformar-se em células neopldsicas (PRZYBYLSKI, et al., 1996). Em geral o LNH em
pessoas infectadas pelo HIV € precedido por linfoadenopatia generalizada persistente,
sugerindo uma relag@o patogénica entre a hiperplasia de células B, sobretudo com presenga de
expansdo oligoclonal de linfécitos B que ocorre nesta condi¢do, com o desenvolvimento

subseqiiente de linfoma (PELICCI, et al., 1986).

2.3.6.3 O Papel dos Proto-Oncogenes

Ressalta-se na patogénese dos LNH tanto nos pacientes HIV+ quanto naqueles HIV-, a
importincia dos proto-oncogenes. Os proto-oncogenes sdo genes celulares normais
envolvidos no controle da proliferacdo e diferenciacdo celular ¢ que tém potencial para
contribuir para a indugdo ou progressdo de tumores quando sua estrutura ou fungio estd
alterada (KLEIN & KLEIN, 1985). Em linfomas, as translocacdes de proto-oncogenes ou
mutagdes tem sido descritas como marcadores moleculares possivelmente implicados na
génese dos diferentes subtipos. A translocagdo cromossdmica reciproca entre a banda 8q24,
regido do proto-oncogene ¢-MYC e um dos loci do gene de Imunoglobulina (Ig), (Igy na
posi¢do 14932 ou Igk no 2p11 ou IgA na posi¢do 22q11), é comum em todas as variantes de
LB incluindo virtualmente todos os LB em AIDS (GAIDANO, 1998). O ¢c— MYC € um fator
de transcrigdo expresso em células em proliferagdo e envolvido no controle da fase GO/G1 do
ciclo celular. Este fator é regulado para menos durante a diferenciac@o celular e € envolvido
na modulagio da apoptose (GAIDANO & DALLA-FAVERA, 1992). A translocagdo do 8q24

leva a desregulagdo na fungdo e a mutagio na seqiiéncia de aminodcidos do proto-oncogene c-
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MYC que passa a escapar de mecanismos de controle e a atuar como um transativador
constitutivo com capacidade de transformar células B in vitro (LOMBARDI, et al., 1987). As
translocagdes na banda 8q24 envolvendo o c-MYC também podem ser detectadas em cerca de
20% dos linfomas difusos de grandes células (BALLERINI, et al., 1993). Alteragdes
moleculares no proto-oncogene BCL-6 ocorre em cerca de 70% dos LNH relacionados a
AIDS e representa a alteragdo genética mais comum nestes linfomas (Tabela 2). A proteina
BCL-6 é um fator de transcricdo contendo dominios tipo dedos de zinco, atuando como um
repressor da transcricdo. Em linfoma, este proto-oncogene pode ser afetado por rearranjos
cromossdomicos ou por mutagdo (CARBONE, 1997). O rearranjo deste proto-oncogene
localizado na banda 3q27 ocorre principalmente na translocagdo t(3;14) (q27;923) vista
apenas nos LDGC. Podem ocorrer também mutagdes na seqiiéncia 5’regulatéria deste proto-
oncogene tanto no LDGC quanto no LB (GAIDANQO, et al.,1997). Outro oncogene da familia
Bcl envolvido em translocagcdes em linfomas é o BCL-2. Em pacientes imunocompetentes
com linfomas foliculares e que exibem a translocagao (14:18) este gene fica sob influéncia do
gene promotor da imunoglobulina no cromossomo 14, sendo expresso constitutivamente em
niveis elevados. A proteina BCL-2 € uma proteina da membrana mitocondrial interna que
previne a morte celular programada, ou seja, apoptose. O seu papel na génese de linfomas esta
relacionado ao aumento da sobrevida celular, permitindo o acimulo de mutagdes genéticas e
possivel transformacdo maligna. Os linfomas primérios do SNC em pacientes com AIDS
freqiientemente expressam altos niveis de proteina BCL-2, na auséncia de rearranjos
(GAIDANO, et al., 1998). Mutagdes na familia de proto-oncogenes Ras, apesar de ocorrerem
em apenas 15% dos casos de linfomas relacionados a AIDS, ndo t€m sido verificadas em
pacientes imunocompetentes; este fato que distingue os pacientes com e sem AIDS, sugere
mecanismos patogenéticos distintos associados a linfomagénese nos pacientes com AIDS
(BALLERINI, et al., 1993). O Estudo de alguns linfomas T em pacientes com AIDS mostrou

que o genoma do HIV se integra num sitio adjacente ao proto-oncogene c-fes. O fes (feline
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sarcoma virus) codifica uma tirosina kinase que € estimulada por citocinas, incluindo a

interleucina 3 e 0 GM-CSF levando a ativagdo de macréfagos. (BOWER, 2001).

Tabela 2: Anormalidades citogenéticas e associagdo viral nos LNH em AIDS

EBV (%) HHVS (%) Anormalidades genéticas

¢-MYC  BCL-6  p53

Sistémicos

LB 30-50 - 100 - 50-60%
LDCGB-C 30 - - 20 Raro
LDGCB-I | 90 - - - Raro
LEP 90-100 100 - - -
LPB 50 - . « -

Primario do SNC 100 - = - 5

Fonte: adaptado de Carboni (2003). LB-linfoma de Burkitt, LDGCB-Linfoma difuso de

grandes células B, LEP-Linfoma primdrio de efusdes, LPB-Linfoma plasmobléstico.

2.3.6.4 O Papel dos Genes Supressores de Tumor

O gen supressor de tumor p53 desempenha um importante papel no desenvolvimento e
progressdo de neoplasia em humanos exercendo um papel regulatério negativo no controle do
ciclo celular e na regulagio da replicagé@o celular. Mutagdes que inativam ou causam delec¢des

no gene p53 sdo descritas em 50-60% dos LB e 40% dos LDGC associados a AIDS

(MARTIN, et al., 1998). (Tabela 2)
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2.3.6.5 O Papel da Desregulagio de Citocinas

As citocinas sdo uma familia de moléculas envolvidas na regulacdo do sistema imune e da
hematopoese, inclusive na proliferacdo e diferenciagdo de linfécitos B. O HIV pode induzir
células reativas no tumor a liberar citocinas linfotrépicas para células B que atuam de forma
pardcrina no tumor. Algumas citocinas podem ser produzidas pelo préprio clone tumoral,

atuando de forma autdcrina (GAIDANO, et al., 2000).

Em situagdes como a AIDS, onde ocorre tanto ativagdo quanto supressdo do sistema imune, a
desregulagdo de citocinas ou receptores de citocinas podem estar relacionados ao risco
aumentado de desenvolver LNH. Os LNH em AIDS podem, a depender das caracteristicas
bioldgicas do tumor, estar associados a producio de IL-10, IL-6, TNFa (PASTORE, et al.,
1998). Em pacientes HIV-positivos com heterozigose para a variante do CCRS deletado de

32bp ocorre redugdo de cerca de 3 vezes no risco de LNH (RABKIN, et al., 1999).

2.3.6.6 O Papel dos Virus

2.3.6.6.1 HIV

O préprio HIV por si sé6 pode atuar como um agente mutagénico promovendo o
desenvolvimento de neoplasia (HERNDIER, et al., 1992). Entretanto, apenas raramente este
virus esta diretamente envolvido na patogénese do linfoma associado a AIDS e em geral, este
virus nfo parece ser um responsdvel direto pela transformac@o maligna de células linféides
em pacientes soropositivos. As células tumorais dos LNH que ocorrem na AIDS ndo
possuem seqiiéncias do genoma DNA do virus HIV, exceto em raros casos de linfoma T nos

quais, pode ser identificado integragdo viral em células T neopldsicas (KNOWLES, 1992;
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HERNDIER, et al., 1992). A infec¢do das células endoteliais pelo HIV potencializa a adesdo
de células do linfoma ao endotélio, fazendo com que a populagdo neopldsica fique nas
proximidades de fatores de crescimento ligados & membrana, facilitando o extravasamento
das células de linfoma em tecidos (MOSES, et al., 1997). O HIV tem um papel indireto na
linfomagénese, ji que € responsdvel pela imunodeficiéncia a qual, por sua vez, € o cendrio

onde o linfoma se desenvolve.

2.3.6.6.2 Herpesvirus Humano Tipo 8 (HHVS)

O herpes virus humano 8 (HHVS8) é um gammaherpes virus, identificado originalmente em
lesdes do sarcoma de Kaposi. No genoma de 140kb deste virus, além de proteinas estruturais
e enzimas virais, sdo codificadas 11 protefnas eucaridticas que podem contribuir para a
formagdo de tumor. Dentre estas proteinas destacamos homoélogos para ciclina D (ORF 72),
interleucina 6 (ORF K2), bcl-2 (ORF 16), fator regulador do interferon (ORF K9) e
quimiocinas CC (ORF K4 e ORFKG6). Virios destes genes demonstraram possuir
propriedades de transformacdo em células transfectadas e/ou culturas celulares (BOWER,
2001; CESARMAN & KNOWLES, 1999). O HHV8 tem sido detectado no LEP e em doencga
de Castleman multicéntrica em pacientes soropositivos para HIV. As células tumorais do LEP
possuem nuimero elevado de cépias do virus HHVS. A associagio entre 0o HHVS e o linfoma
efusional primdrio foi ttil na caracterizagio deste tipo de linfoma como um subtipo distinto
dos demais ja que, este virus ndo € visto em outros tipos de linfoma associados a AIDS

(NADOR, et al. 1996; CESARMAN, et al., 1995), (Tabela 2).
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2.3.6.6.3 Virus Linfotrépico de Células T Humano (HTLYV)

Tém sido descritos raros pacientes com co-infecgdo por HIV e HTLV-I com diagnéstico de
leucemia/ linfoma de células T do adulto (ATL) ou em linfomas cutaneos (SHIBATA, et al.,
1989; GUITART, 2000). A maioria dos estudos, no entanto, ndo demonstram a presenga de

HTLV-I em células neoplésicas de pacientes HIV positivos, mesmo naqueles com linfoma T.

2.3.6.6.4 Virus da Hepatite C (HCV)

A infecgdo pelo HCV € altamente prevalente em pacientes HIV positivos, sobretudo nos
usudrios de drogas endovenosas e hemofilicos (ENGELS, et al.,, 2002). Em pessoas ndo
infectadas pelo HIV, a infec¢do pelo HCV € associada a um risco de 13 vezes maior de
linfoma n3o-Hodgkin (ZUCKERMAN, et al., 1997). Nos pacientes infectados com HIV, no
entanto, tal correlagdo ndo tem sido identificada (ENGELS, et al., 2002; TIRELLI, et al.,

1997).

2.3.6.6.5 Virus de Epstein — Barr (EBV)

O EBYV foi isolado pela primeira vez na década de 60 em criangas africanas com linfoma de
Burkitt. Este virus, hoje classificado como um carcinégeno do grupo 1, esta associado a uma
variedade de neoplasias. Além de ser encontrado em células tumorais do linfoma de Burkitt, o
EBV também pode ser encontrado no carcinoma de nasofaringe, no linfoma de Hodgkin, nas
desordens linfoproliferativas pés-transplante (DLPTL), no linfoma nao Hodgkin de células T,
no carcinoma gastrico e possivelmente associado ao cincer de mama, carcinoma hepato-

celular e tumores de miisculo liso em pacientes imunodeprimidos (NIEDOBITEK, et al.,

2001).
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O EBV tem sido detectado em cerca de 40-67% pacientes com AIDS e LNH sistémico
(AMBINDER, 2001). Nestes pacientes, a positividade para EBV varia de acordo com o tipo
histolégico (Tabela 2). Conforme JAFFE, et al. (2001), o percentual de casos positivos para
EBV é de aproximadamente 30% no LB cldssico, 40-50% em LB com diferenciagdo
plasmocitéide e 30-50% nos LB atipicos. A freqiiéncia da infec¢do pelo EBV nos LDGC € de
cerca de 30% nos centroblésticos e de 90% nos imunoblasticos. Os LPB demonstram esta
infecgdo em 50% dos casos. O EBV estd presente na maioria dos casos de DLPTL (JAFFE,
et al., 2001). O LEP apresenta-se freqiientemente com infec¢do dupla por HHV8 e EBV
(NADOR, et al., 1996). A maior freqii€ncia da infeccdo pelo EBV té€m sido vista em pacientes
HIV-positivos com LNH primdrio de sistema nervoso central, nos quais o indice de
positividade para EBV é maior que 80%, chegando em grande parte das séries a 100%
(CAMILLERI-BROET, et al, 1997). O EBV € consistentemente encontrado liquor dos
pacientes com linfoma primério de sistema nervoso central em pacientes com AIDS e pode

preceder em até 17 meses o aparecimento de LNH (AL SHAH]I, et al., 2000).

O papel do EBV no desenvolvimento de linfomas ainda € objeto de estudo, porém algumas
evidéncias apontam para um papel do EBV no desenvolvimento de LNH em AIDS tais como:
1) a reducdo na resposta imune ao EBV em pacientes HIV-positivos, 2) a demonstragdo de
translocagdes cromossdmicas nos LNH relacionados a AIDS semelhantes as do Burkitt
endémico, 3) a identificacdo de antigenos virais do EBV nas células tumorais, 4) a presenca
de EBV em linfoadenopatias e a correlagdo destas com o risco de desenvolvimento de
linfomas, 5) a demonstragdo de monoclonalidade do EBV em LNH sugerindo que a infec¢do

precedeu a proliferacdo clonal neopldsica (KAYE, et al., 1993; HAMILTON-DUTOIT, et al.,

1991).
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No Brasil, Bachi et al demonstraram infec¢do pelo EBV em 55% dos 20 casos de LNH em
pacientes com AIDS estudados e a positividade variou de acordo com a histologia: 3 de 4
casos (75%) nos linfomas de grandes células variante imunobldstica; 6 de 11 casos (55%) nos

demais linfomas difusos de grandes células e 2 de 5 casos (40%) nos de linfoma tipo Burkitt.

2.4 ESTRUTURA E PADRAO DA INFECCAO DO EBV EM HUMANOS

O EBV é um membro do género linfocripitovirus da familia dos Yy Herpesvirus que
provavelmente evoluiu a partir de virus de primatas ndo humanos. O genoma viral €
encontrado no nucleocapsideo, circundado pelo envelope viral . O genoma do EBV consiste
de uma molécula de 172kbp de DNA linear de dupla hélice, a qual codifica aproximadamente
100 proteinas virais (Figura 2). Estas proteinas sdo importantes para regulagdo da expressio
de genes virais, replicagdo do DNA viral, formag¢ao de componentes estruturais do virion e
modulagdo da resposta imune do hospedeiro. A infec¢do em humanos geralmente ocorre por
contato com secregdes orais. O virus replica em células de orofaringe infectando

principalmente células epiteliais e linfécitos B.
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Figura 2 — Representagcdo esquemética do genoma do EBV
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Fonte: adaptado de YOUNG & MURRAY (2003)

A infecgd@o de células epiteliais pelo EBV in vitro resulta em replicagdo ativa com produgio
de virus e lise celular. Em contraste, a infec¢do in vivo de células B resulta em infecgdo
latente e imortalizagdo destas células (COHEN, J.I, 2000). O EBV infecta quase todos os
seres humanos e persiste por toda a vida do individuo gragas a sua habilidade de se replicar e
infectar outros individuos pela saliva e a sua capacidade de escapar da acdo do sistema imune

determinando infec¢@o latente em linfécitos B.

Linfécitos B normais em repouso infectados pelo EBV apresentam crescimento espontaneo

continuo em cultura e ddo origem a uma linhagem de células B imortalizadas que sdo
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conhecidas como linhagens de células linfoblastéides (LCL). As LCL representam um
excelente modelo para o estudo das desordens linfoproliferativas observadas em pacientes
com imunodeficiéncias. Nestas células a replicagcdo viral ou replicagdo litica, raramente
ocorre. O que se observa é um padrdo de infeccio latente caracterizado pela transformagdo do
DNA linear do EBV em DNA circular formando um epissomo € a expressdo de um niimero
reduzido de genes virais. Apenas cerca de 10 dos quase 100 genes identificados no genoma do
EBV sdo ativamente transcritos nas células B imortalizadas; sdo 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) e trés proteinas latentes de membrana (LMP-1, 2A,
2B). Em adig¢do as estas proteinas latentes, existe expressdo abundante de dois pequenos
RNAs nucleares nao poliadenilados e nao codificantes do EBV chamados EBER-1 e EBER-
2, que apesar de ndo terem uma funcio clara, sdo uma caracteristica constante em todos os
tipos de infeccdo latente pelo EBV. A expressdo da maioria dos genes de laténcia, se ndo
todos eles, € necessdria para que ocorra a imortalizagdo eficiente de linfécitos B, pois
nenhum destes produtos génicos isolados € capaz de imortalizar os linfécitos B por si mesmo
(DELECLUSE & HAMMERSSCHMIDT, 2000). Apesar da maioria das LCL apresentarem
apenas genes de laténcia, uma pequena proporcio de células apresentam expressdo de BZLF-
1 e BRLF-1 que sdo proteinas virais transativadoras, mediadoras de uma série de eventos
incluindo a expressdo de genes relacionados com a replicacdo do EBV (BCRF-1 e BHF-1),
que culminam com a morte da célula infectada e liberacdo de virions infecciosos (YOUNG &
MURRAY, 2003). As LCL expressam todos os genes de laténcia, correspondendo ao
denominado padrdo de laténcia tipo III. Em outras células infectadas pelo EBV, o padrdo de
expressdao génica pode ser mais restrito, caracterizando a laténcia tipo II como no linfoma de

Hodgkin, ou laténcia tipo I nos casos de linfoma de Burkitt (NIEDOBITEK, et al., 2001).
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Trés padrdes de expressdo génica nas infecgdes latentes pelo EBV sdo vistos (Tabela 3):

Laténcia tipo I : neste padrdo, ocorre a expressdo de um espectro muito limitado de produtos
génicos virais. Em geral se limitando apenas a transcritos de EBER, associados as proteinas
EBNA-1. Tal padrdo é encontrado em linfécitos circulantes de portadores sadios e também &

caracteristico de LB e carcinoma géstrico.
Laténcia tipo II : caracterizado pela co-expressdo adicional de LMP-1 e LMP-2B. E visto em
doenca de Hodgkin, linfoma de células T e carcinoma de nasofaringe ocorrendo

predominantemente em hospedeiros imunocompetentes.

Laténcia tipo III : se refere a expressao de todo o espectro de genes de laténcia viral , todos os

EBNA (1, 2, 3A, 3B, 3C,LP), as LMP (1, 2A, 2B ) e EBER. Encontrado transitoriamente na
mononucleose e processos linfoproliferativos que se desenvolvem em  hospedeiros

imunodeprimidos.

Tabela 3 - Tipos de Laténcia do EBV

EBNAs LMP
Laténcia EBERs 1 2 3AB,C LP 1 2A/B
Tipo 1 + + - - - N
Tipo II + + - - . + 4+
Tipo III + + + % + + +

LMP-proteina latente de membrana do EBV, EBNA-Antigenos nucleares do EBV

FONTE: adaptada de NIEDOBITEK& YOUNG
In:TheNon-Hodgkin’s Lymphomas, Ian Magrath,
2. ed, 199, Arnold, pp: 309 - 329
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Apesar dos padrdes de expressdo génica serem iiteis para caracterizar vdrias entidades
histopatoldgicas, na pratica hd heterogeneidade de expressdo dentre os diferentes tumores de

um mesmo tipo histolégico e mesmo dentre as células de um dado tumor (GULLEY, 2001).

2.4.1 Os Genes de Laténcia do EBV na Resposta Imune e no Processo de
Imortalizacio de Linfécitos

O EBNA-1 é uma fosfoproteina nuclear que tem funcdo de ligadora de DNA e por este
motivo € requerida para replicacio e manutencdo do genoma do EBV (YOUNG &
MURRAY, 2003). O EBNA-1 € uma proteina viral consistentemente expressa em todas as
formas de laténcia viral do EBV, ela se liga a varios dominios no DNA viral e permite que o
genoma do EBV seja mantido como um episomo de DNA circular sendo crucial para
persisténcia do DNA viral dentro da célula infectada (NIEDOBITEK, et al., 2001). Esta
proteina viral gera sinais inibitérios que interferem com o processamento e apresentagdo
antigénica contribuindo para resisténcia da célula infectada pelo EBV a acdo de células T
citotoxicas (LEVITSKAYA, et al, 1995). Apesar de WILSON & LEVINE (1996),
demonstrarem que camundongos transgénicos expressando EBNA-1 desenvolviam linfoma B,

sugerindo um possivel papel na oncogénese, a contribui¢io desta proteina na imortalizagdo de

células humanas ainda nao € clara.

A EBNA-2 € uma fosfoproteina viral, essencial no processo de imortalizacdo de linfécitos B.
Virus recombinantes, obtidos experimentalmente com mutagdo por delecdo ou inser¢do de
seqiiéncias de nucleotideos, indicam que pelo menos quatro dominios separados de EBNA-2,
s30 essenciais para o processo de transformagdo de linfécitos B (COHEN,J.I, et al., 1991).
Tanto o EBNA-2 quanto o LMP-1 sdo alvos potenciais para as células T citotoxicas (COHEN,
J.I., 2000). O EBNA-2 tem propriedade de induzir expressdo celular de antigenos de ativagao

como, por exemplo, o CD21, CD23, C-FGR, C-MYC e de LMP-1 do EBV (ABBOT, et. al,,



51

1990). As diferencas de sequéncia no gene EBNA-2 permitem a classificagdo do EBV em tipo
1 (EBV-1) e tipo 2 (EBV-2) sendo que o EBV-1 tem demonstrado um maior potencial de

transformacdo in vitro (FASSONE, et al., 2002).

EBNA-3A, 3B, 3C constituem uma familia de genes relacionados entre si e que agem como
reguladores transcricionais com propriedades de repressdo e ativagdo (NIEDOBITEK, et al.,
2001). Sdo os maiores determinantes do reconhecimento imune da célula infectada por
linfécitos T citotéxicos (MURRAY, et al., 1992). O EBNA-3C ¢ imprescindivel no processo
de imortalizagdo in vitro. O EBNA-3A parece ser importante para iniciagdo do processo de
imortalizagdo in vitro, enquanto que o EBNA-3B parece ser dispensdvel (TOMKINSON, et

al., 1993).

EBNA-LP € visto atualmente como um co-ativador, reforcando as propriedades
transativadoras do EBNA-2, ndo sendo requerido no processo de transformacgdo de células B

in vitro (NITSCHE, et al., 1997).

LMP-1 € uma proteina integral de membrana contendo seis segmentos transmembrana que
formam agregados multiméricos na membrana plasmética (NIEDOBITEK, et al., 2001). A
LMP-1 ¢ o EBNA-2 desempenham um papel central na iniciacdo e manutencdo da
transformagdo e proliferacio de linfécitos B infectados. KENNETH et al, (1993),
demonstraram que EBV recombinantes com mutagdes obtidas pela insercdo de sequéncias
nonsense em determinadas por¢des do LMP-1 foram incapazes de transformar linfécitos B. O
LMP-1 € essencial para transfomagdo de linfécitos B induzida pelo EBV in vitro. O LMP-1
atua como oncogéne e sua expressdo em camundongos transgénicos induz o aparecimento de
linfoma B (KULWICHIT, et al., 1998). O LMP-1 induz a expressdo de Bcl-2 em linfécitos B

infectados, protegendo-os da apoptose (HENDERSON, et al., 1991). O LMP-1 mostra
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bastante homologia com o receptor celular CD40 e juntamente com este € capaz de resultar na
ativagdo de NFkB (ELIOPOULOS, et al., 1997). A interacdo de alguns dominios do LMP-1
com membros da familia de fatores associados ao receptor de TNF (TRAF) leva
adicionalmente a elevacdo dos niveis de NFkB (IZUMI & KIEFF, 1997). O LMP-1 se
comporta, portanto, como um receptor constantemente ativado da superfamilia do receptor do
TNF. Além disto, alguns estudos tém demonstrado a capacidade do LMP-1 de interagir com
proteinas Janus kinase 3 (JAK 3) e STAT 3, levando a um aumento na fosforilagcdo de
residuos de tirosina das mesmas (GIRES, et al., 1999). A via JAK/STAT, por sua vez, ¢
reconhecida como importante em varios mecanismos celulares, como proliferagdo e protecio
da apoptose de células linféides (LEONARD & O’SHEA, 1998). O LMP-1 parece ter
habilidade de suprimir a expressdao de Bcl-6. Em estudos com LNH em AIDS, observou-se
que a expressdo de BCL-6 e LMP-1 foram mutuamente exclusivas em linfomas positivos para

EBER (CARBONE, et al., 1997).

LMP-2A e LMP-2B s@o proteinas codificadas pelo mesmo gene viral (LMP-2). Sdo proteinas
integrais de membrana que interferem com os mecanismos de sinalizagdo intracelular,
sobretudo na transduc@o de sinal de imunoglobulina (FRUEHLING, et al., 1996). O LMP-2
tem um papel em modificar o programa normal de desenvolvimento dos linfécitos B
favorecendo a manutengdo da laténcia do EBV. Estudos recentes mostram que o LMP-2A

pode transformar células epiteliais (YOUNG & MURRAY, 2003).

2.4.2 Os Genes de Laténcia do EBV nos LNH de pacientes com AIDS

Os LNH em pacientes com AIDS positivos para o EBV podem apresentar-se com qualquer
um dos trés tipos principais de laténcia viral, no entanto, os casos expressando laténcia tipo I e
tipo II, sdo mais encontrados que aqueles expressando laténcia tipo II. A proporg¢do de

células tumorais expressando antigenos de laténcia viral, particularmente o EBNA-2, pode
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variar em diferentes dreas do tumor (HAMILTON-DUTOIT, et al.,, 1993). A expressdo
antigenos de laténcia do EBV, na maioria dos casos de LNH em pacientes HIV+ e em outras
formas de linfoma associados a outros estados de imunodeficiéncia é limitada a uma minoria

de células tumorais (YOUNG, et al., 1989).

Segundo CARBONE, et al. (1993), os linfomas em pacientes com AIDS podem ser divididos
em dois grupos baseados na expressdo da laténcia viral do EBV, sobretudo na expressao de
LMP-1. No primeiro grupo estdo os LNH que em geral sdo negativos para o LMP-1 e no

segundo grupo aqueles nos quais a positividade para LMP-1 € mais freqiiente (Tabela 4).

Tabela 4

Linfomas em AIDS: Diferentes Categorias Patolégicas Baseadas na Expressdo de LMP1

LMP-1 Negativos:

Centroblastico (Working Formulation (WF) grupo G)

Pequenas células nido clivadas (WF grupo J) com ou sem diferenciacdo plasmoblastica
Plasmobléstico

Células blésticas com caracteristicas intermedidrias

Alguns imunoblésticos (WF grupo H)

LMP-1 Positivos:

Anaplésico de grandes células CD30+

Linfomas de Hodgkin ( celularidade mista e deple¢do linfocitéria)

Alguns imunoblésticos (WF grupo H)

FONTE :Adaptado de CARBONE, et al., 1993.
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HAMILTON-DUTOIT, et al. (1993), sugeriram, baseados em estudos de expressao de genes
de laténcia viral do EBV, a possibilidade de modelos distintos na patogénese destes linfomas
associado a AIDS. No primeiro modelo, dois grupos de LNH foram identificados. O primeiro
grupo € andlogo as linfoproliferagbes que ocorrem em associacdo com outras
imunodeficiéncias, neste estdo incluidos alguns LDGC e o linfoma primario de SNC. Estes
apresentam padrdo de laténcia tipo III, ocorrem, em geral, em individuos bastante
imunossuprimidos, t€m envolvimento preferencial de sitios extranodais e maior expressdo de
moléculas de adesdo e de antigenos de ativag@o celular. Nestes, a frequéncia de positividade
para EBV ¢ alta, praticamente em 100% dos LNH primérios de SNC e em até 80% dos
LDCG-I. A expressdo de LMP-1 e EBNA-2 € importante na iniciagio e manutencdo da
proliferac@o tumoral neste grupo de LNH. Ainda dentro do primeiro modelo proposto, porém,
num segundo grupo, estariam aqueles casos de LDGC com expressao de padrdes de laténcia
mais restritos, tipo I ou tipo II. Nestes, hd uma tendéncia de acometimento principalmente de
sitios nodais e a expressdo de baixos niveis de moléculas de adesdo e antigenos de ativagdo
celular que contribuem para que as células tumorais nestes linfomas escapem da
imunovigilancia. O papel do EBV nestes linfomas € menos linear, podendo representar apenas
um dos vdrios fatores necessdrios na patogénese. No segundo modelo estariam o LB e suas
variantes. Nestes tumores o LMP-1 esta presente em apenas um ter¢o dos casos, a semelhanga

dos LB endémicos.

2.5 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA INFECCAO PELO EBV

O diagnéstico laboratorial da infeccdo pelo EBV € feito pela demonstragdo do virus,
antigenos virais, DNA viral ou pela resposta sorolégica. O virus biologicamente ativo pode
ser isolado da saliva, sangue periférico ou tecido linféide tomando-se como base, sua

capacidade de imortalizar linf6citos humanos em cultura (RICKINSON & KIEFF 1996). Este
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ensaio, no entanto, consome muito tempo e requer técnicas de culturas de tecidos, nem
sempre disponiveis. A sorologia tradicional € a melhor forma de avaliar infecgdo aguda versus
remota em individuos sauddveis. O teste de carga de DNA viral por amplificagdo quantitativa
de DNA em amostras de sangue é um teste laboratorial promissor, til no monitoramento e
diagnéstico precoce de DLTPT (GULLEY, 2001). O método mais especifico para demonstrar
EBV em tecido € a hibridizag¢do usando sonda de RNA marcada. Duas técnicas, em geral, sdo
utilizadas, a hibridizagdo por Southern blot, a qual é capaz de distinguir por¢des especificas
do DNA do EBYV presente em lesdes, e a hibridizag@o in situ. A hibridizagdo in situ € mais
sensivel que o Southern blot (HAMILTON-DUTOIT, et al., 1989). A hibridizagdo in situ para
EBER pode ser feita em sec¢des de parafina ou em preparados citolégicos. Os protocolos de
hibridiza¢do podem usar sondas de oligonucleotideos de DNA, sondas de RNA ou de DNA.
A interpretacdo de resultados € feita pela visualizacdo ao microscépio 6tico do sinal nuclear
do EBER nas células com infeccdo latente. A principal vantagem desta técnica é a
possibilidade de identificar a célula infectada no contexto das caracteristicas histolégicas e
citolégicas do tecido analisado. Falso negativos podem ocorrer em virtude da degradacdo de
RNA, indicando a necessidade de controles. Em tecido, a detec¢do de transcritos de RNA do
EBV (EBER) por hibridizagao in situ, € considerada o padrao ouro para identificar a infecgao
por este virus em lesdes histopatoldgicas (GULLEY, 2001). A imunoistoquimica para LMP-1
do EBV, € usada de rotina para detectar infec¢do latente pelo EBV. Apesar deste método ser
tdo efetivo quanto a hibridizag@o in situ para deteccdo de EBV em casos de linfoma de
Hodgkin, mononucleose infecciosa e nas desordens linfoproliferativas pds-transplante; nos
LNH e carcinomas o LMP-1 é geralmente indetectdvel, mesmo nos casos positivos para
EBER por hibridizagdo. A imunoistoquimica para LMP-1 pode ser feita em secg¢Oes de
parafina, com a utilizagdo de anticorpos comercialmente disponiveis. O sinal da LMP-1 €
granular e localizado no citoplasma e na superficie da membrana (GULLEY, 2001). A

restricdio da expressdo da maioria das proteinas virais, inclusive LMP-1, as neoplasias
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associadas apenas ao padréao de laténcia tipo II e III o torna esta técnica menos sensivel como

marcador da infecgao.

2.6 AIDS NA ERA DA TERAPIA ANTI-RETROVIRAL DE ALTA EFICACIA

A combinagdo de trés ou mais drogas antiretrovirais incluindo inibidores da protease e
inibidores da transcriptase reversa, na denominada HAART, tem demonstrado sucesso em
reduzir a replicagdo viral e aumentar a contagem de linfécitos T CD4-positivos. A introdugio
da HAART, a partir de 1996, tem trazido mudangas na incidéncia de muitas infecc¢des
oportunistas e em algumas neoplasias em pacientes com AIDS (SEPKOWITZ, 1998). Com a
reducdo de diagndsticos de AIDS decorrentes de infe¢des oportunistas, tem havido um
aumento de novos diagndsticos de AIDS associados a linfoma. Um estudo envolvendo 52
paises da Europa verificou que 4% dos casos AIDS foram diagnosticados devido a linfomas,
em 1994, contra 16%, em 1998 (MOCROFT, et al., 2000). LEDERGERBER, et al. (1999)
demostraram uma redugdo importante na incidéncia de sarcoma de Kaposi e de linfoma
primdrio de SNC desde o inicio da utilizagdio de HAART. O EUROSIDA (2001) fez um
estudo multicéntrico com objetivo de avaliar a influéncia da HAART em LNH com AIDS
(KIRK, et al., 2001). Este estudo envolveu 8.556 pacientes infectados pelo HIV de 63 centros
em 20 paises da Europa. A conclusdo foi de que a incidéncia de LNH nestes pacientes
diminuiu significativamente apés a introdugdo da HAART sendo o declinio mais pronunciado
nos linfomas plasmoblasticos. Neste estudo os pacientes com resposta imunolégica e
sorolégica insuficientes a HAART apresentavam alto risco de desenvolver LNH quando
comparados aos pacientes com resposta a terapia. Um estudo colaborativo internacional, em
47.936 individuos HIV positivos, nos EUA, Europa e Austrdlia, comparou pacientes
diagnosticados no periodo de 1992-1996 com pacientes diagnosticados no periodo de 1997-

1999 e mostrou uma redugdo na incidéncia de linfoma imunobldstico e primério de SNC neste
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iltimo periodo (INTERNATIONAL, 2000). EVISON, et al. (1999) demonstraram que
pacientes com LNH usando HAART tendem a ter linfomas menos agressivos € maior
sobrevida. NAVARRO et al. (2001) estudaram 58 pacientes com AIDS que fizeram o mesmo
tratamento quimioterdpico para LNH separados em dois grupos; o primeiro (grupo 1)
daqueles pacientes que ndo receberam HAART e o segundo grupo (grupo 2) daqueles que
permaneciam usando HAART, iniciado antes ou logo apés o diagnéstico de LNH. A resposta
a quimioterapia foi significativamente maior no grupo 2. A sobrevida livre de doenga e a
sobrevida global foi estatisticamente maior, apdés andlise multivariada, naqueles em
tratamento com HAART. Com o aumento na expectativa de vida trazido pela HAART, a
tendéncia atual € a utilizagdo de tratamentos mais agressivos para os pacientes com LNH e
AIDS. Com a maior sobrevida dos pacientes com AIDS e LNH, apés o tratamento inicial, o
desafio atual é o manejo de pacientes com recidiva do linfoma, os quais devem ser

considerados para tratamento de segunda linha (TIRELLI, et al., 2000).

No Brasil o acesso gratuito na rede de satide publica a HAART, conhecido em nosso meio
como ‘“coquetel”, foi garantido em 1996 pela Lei 9.3131/96. A disponibilizagdo desta
terapéutica causou no Brasil, 2 semelhanc¢a de outros paises, expressiva redugdo na morbidade
e mortalidade, bem como no niimero de interna¢des hospitalares. Uma andlise da sobrevida
dos pacientes de AIDS maiores de 12 anos mostrou que a sobrevida mediana no periodo
1982-1989 que era de 6,1 meses elevou-se para 16 meses até 1995 e atingiu 58 meses para o
ano de 1996 (PIO MARINS, et al., 2002). Faltam, no Brasil, estudos sobre o impacto da

HAART na histéria natural do LNH nos pacientes com AIDS.
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3. OBJETIVOS

GERAL

Comparar as caracteristicas histolégicas, imunofenotipicas e a associag@o viral com o EBV
dos Linfomas ndo-Hodgkin diagnosticados em pacientes HIV-positivos e negativos nos
servigos de anatomia patoldgica do Hospital Universitdrio Professor Edgard Santos (HUPES)
e Hospital Aristides Maltez e/ou acompanhados nos diversos servicos de oncologia em

Salvador entre janeiro de 1998 a marco de 2003.

ESPECIFICOS

Comparar as caracteristicas histolégicas e imunofenotipicas dos LNH de pacientes HIV

positivos e negativos classificando-os de acordo com a OMS 2001

Observar a freqiiéncia da infecgao EBV no tecido tumoral destes linfomas utilizando a técnica

de hibridizagdo in situ para o RNA nuclear do EBV (EBER-1 ¢ 2)

Determinar o tipo de laténcia viral do EBV através da deteccdo de antigenos virais (LMP 1,

EBNA 2) no tecido tumoral dos LNH de pacientes HIV -positivos e HIV-negativos.

Analisar, através da revisdo dos prontudrio dos pacientes, alguns pardmetros clinicos e
laboratoriais como: idade, sexo, estadiamento clinico do linfoma, contagem de CD4 e valor

sérico da desidrogenase latica
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4. JUSTIFICATIVA

A AIDS € uma doenga cosmopolita e ainda em franca ascensdo do mundo. Até dezembro de
2002, tinham sido notificados 257.771 casos de AIDS no Brasil, 9% destes,
aproximadamente, na regido nordeste. A Bahia foi responsével por um quarto destes casos,
61,4% ocorrendo na cidade de Salvador, o que torna esta cidade uma importante fonte de
novos casos (DADOS, 2002). A infec¢do pelo HIV tém influéncia negativa no crescimento
econdmico, principalmente em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Os efeitos
deletérios desta pandemia atingem os campos social, econdmico e cultural (PIOT, et al.,
2001). Por isto, estudos que contribuam para o conhecimento da realidade dos pacientes com

AIDS e patologias associadas ao HIV nestes paises, devem ser continuamente estimulados.

Os pacientes infectados pelo HIV t€ém um risco aumentado de apresentarem neoplasias
malignas, incluindo linfomas (DAL MASO, et al., 2001; GOEDERT, 2000). A alta incidéncia
de LNH em pacientes HIV-positivos quando comparada a populacio geral, levou ao CDC a
incluir esta patologia como critério diagnéstico de AIDS. O LNH € a segunda neoplasia mais
incidente em pacientes com AIDS, sendo um importante fator de morbidade e mortalidade
nestes pacientes (DAL MASO & FRANCESCHI, 2003). Desde que LNH pode ser a primeira
manifestacdo da doenga, a sorologia para HIV passou a ser recomendado como parte da rotina
nos exames laboratoriais em LNH (BESIEN, K.V. & CARBANILLAS, F., 2000). O
reconhecimento desta associagdo € muito importante, visto que, estes linfomas sdo geralmente

muito agressivos e se faz necessdrio o tratamento das duas condi¢des, AIDS e o linfoma.

Os linfomas ocorrendo em pacientes HIV-positivos parecem exibir caracteristicas
morfoldgicas e patogenéticas distintas dos LNH ocorrendo em HIV- negativos (KNOWLES

& PIROG, 2001). Isto levou a necessidade de uma classificagdo dos LNH ocorrendo em
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pacientes HIV+ em separado dos linfomas ocorrendo na populagdo em geral. Este novo
capitulo foi acrescido na classificagdo internacional de linfomas, publicada pela OMS em
2001 (JAFFE, 2001). O uso desta classificacdo tem demonstrado diferengas clinicas e
patolégicas entre os linfomas em pacientes imunocompetentes e imunosuprimidos, bem como
uma variagdo geogrdfica quanto a freqiiéncia dos diferentes subtipos de linfomas,
principalmente em pacientes imunocompetentes. Esta variagdo geogréfica, verificada tanto
em pacientes imunocompetentes quanto em imunosuprimidos, ratifica a necessidade de
estudos comparativos de LNH em pacientes HIV-negativos e positivos procedentes de uma

mesma regiao.

A melhor compreensdo dos linfomas em pacientes com AIDS tem se mostrado um excelente
modelo na elucidag@o da relagcdo entre a formagdo de tumores, a imunovigilancia e a relagio
entre neoplasias e virus (CARBONE, 2003). Uma caracteristica peculiar dos linfomas em
pacientes HIV-positivos € a alta freqii€éncia de infec¢do pelo EBV. Entretanto, nos paises em
desenvolvimento, inclusive no nosso meio, uma alta freqiiéncia de infec¢do pelo EBV foi
descrita em pacientes HIV-negativos com linfoma, no grupo pedidtrico (ARAUJO, 1999).
Adicionalmente o EBV € um agente que estd relacionado com linfomas ocorrendo tanto em
pacientes HIV-positivos quanto HIV-negativos. Este fato contribui para a necessidade de
estudos comparativos de diferentes grupos de pacientes, provenientes de uma mesma &drea

geografica, em relac@o a associag@o da infec¢éo pelo EBV nos LNH.

A associagdo entre EBV e LNH tem sido bastante estudada no mundo, entretanto, existem
escassas publicacdes sobre este assunto no Brasil, sobretudo em pacientes HIV- positivos
(BACCHI, 1996). A realizagio deste estudo serd 1til para que possamos conhecer mais sobre
a prevaléncia de co-infec¢do pelo EBV em pacientes com LNH HIV-positivos, diagnosticados

no nosso meio. Estudos atuais que visam o conhecimento dos diversos aspectos da relagdo
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entre EBV e LNH, podem, no futuro, ser titeis e servir como base para o desenvolvimento de

abordagens terapéuticas alternativas, direcionadas contra o EBV (NIEDOBITEK, et al 2001).

Motivados pela escassez de dados sobre o assunto em nosso meio, decidimos investigar
comparativamente linfomas ocorrendo em pacientes HIV- positivos e negativos em Salvador-
Bahia, analisando seus aspectos histolégicos e imunofendétipicos; classificando-os conforme a
classificagio OMS-2001; avaliando algumas varidveis clinicas e laboratoriais e a associagdo

destes LNH com a infec¢do EBV.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 CASUISTICA

5.1.1 Sele¢ao de Casos (HIV-positivos)

Quatro estratégias distintas foram utilizadas na identificagcdo dos pacientes HIV-positivos com
diagnéstico de linfoma: 1) revisdo de todos os prontudrios com laudos anatomo-patolégicos
de LNH do Hospital Universitdrio Professor Edgar Santos (HUPES) e Hospital Aristides
Maltez (HAM); 2) revisdo dos prontudrios de todos os LNH acompanhados no Nicleo de
Oncologia da Bahia (NOB); 3) entrevista verbal com hematologistas e/ou oncologistas nas
clinicas AMO, CEHON, ONCO (pediatrica e adulto) e nos servicos de oncologia adulto e
pedidtrico do Hospital Santa Isabel e Hospital Sdo Rafael e 4) entrevista verbal com
infectologistas envolvidos no atendimento de paciente com AIDS em nos Hospitais

Espanhol, Portugués e Hospital Central Roberto Santos.

No HUPES e HAM foram revisados os prontudrios de 230 pacientes com diagndstico de
LNH, no periodo de janeiro de 1998 a fevereiro de 2003, identificados a partir dos laudos
anatomo-patolégicos de bidpsia emitidos nestes hospitais. No HUPES foram incluidos
adicionalmente prontudrios de 23 pacientes HIV-positivos, submetidos a necrpsia, no mesmo
periodo. No NOB foram revisados 49 prontudrios correspondendo a todos os casos de LNH
diagnosticados neste periodo. O HUPES, HAM e o servigo estadual de oncologia (CICAN)
foram em conjunto considerados neste estudo, como “servigos da rede publica” por atenderem
exclusivamente pacientes do sistema tnico e saide (SUS) e todos os demais servi¢os citados

foram em conjunto denominados “servicos da rede privada”.
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Foram considerados HIV-positivos os pacientes que tinham em prontudrio pelo menos um
laudo de sorologia repetidamente positiva para o HIV, confirmada ou ndo por um outro
método laboratorial ou, pelo menos, relato em prontudrio de diagnéstico de AIDS e do uso de
terapia anti-retroviral direcionada para o HIV ou que estavam matriculados em servigos de

referéncia para atendimento de AIDS.

5.1.2 Seleciio de Controles (HIV-negativos)

Os controles foram obtidos tanto da rede publica como privada. Os controles provenientes da
rede publica foram obtidos a partir dos 230 prontudrios de LNH identificados no HUPES e
HAM. Os controles da rede privada foram obtidos da revisdo dos prontudrios dos pacientes
acompanhados no NOB. Selecionamos como controles, todos os pacientes com LNH que
possufam laudo de sorologia negativa para HIV no prontudrio nestes trés servigos. Critérios
de exclusdo incluiram: material insuficiente para o estudo ou ndo encontrado no arquivo (2) e
sorologia positiva para HTLV-1 por tratar-se de material de pesquisa ji em curso. Separamos
os blocos de parafina referentes ao tecido tumoral do diagndstico de LNH destes pacientes
que estavam disponiveis nos servicos de anatomia patolégica para estudo. Foi obtido material

de 30 pacientes HIV-negativos que serviram como grupo controle.

5.2 COLETA DE DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS

No laudo anatomopatolégico dos pacientes do HUPES e HAM foram colhidas as informagdes
iniciais sobre o nome completo do paciente, registro hospitalar, subtipo de linfoma. A seguir,
foram analisados os prontudrios destes pacientes a procura de informagdes adicionais, no
mesmo periodo do diagnéstico do LNH: sexo, idade, valor da LDH e do CD4, niimero do

estudo inmunoistoquimico do LNH e sorologia para HIV e/ou relato médico de diagndstico
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de AIDS. Nos casos do CICAN e da rede privada, partiu-se inicialmente da revisdo dos
prontudrios para obter todas as informagGes clinico/laboratoriais acima listadas e também
laudos anatomopatoldgicos € de imunoistoquimica. Foram avaliados quando disponiveis, 0s
exames de imagem do diagnéstico e o laudo histopatolégico de bidpsia de medula éssea com
o intuito de confirmar e/ou obter o estadiamento clinico dos LNH conforme os critérios de

Ann Arbor (ROSENBERG,1977).

5.3 ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Foram obtidas 1dminas coradas em hematoxilina-eosina para revisdo histolégica. Quando a
lamina ndo foi encontrada ou estava em precério estado de conservagdo, novos cortes com
espessura de 3mm, foram realizados a partir dos blocos de parafina. e corados pela

hematoxilina-eosina.

5.4 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO (IHQ)

Quando disponiveis as ldminas de IHQ foram revisadas, quando ndo disponiveis, novos
cortes histolégicos de 4 um dos blocos de parafina do tecido tumoral dos casos selecionados
foram feitos, montados em laminas previamente tratadas com solugdo sulfocromica e
passadas em solucdo adesiva de cola Cascorez a 5%, e submetidos ao procedimento de
imunoistoquimica para posterior revisdo. Foi empregada a técnica da streptavidina-biotina-

peroxidase (BOENISH, T., 1989), Anexo.

Foram utilizados anticorpos monoclonais ou policlonais (marcadores) disponiveis
comercialmente. Todos os anticorpos utilizados foram da marca DAKO. A especificidade e

origem dos anticorpos estdo listados na Tabela S:



» Marcadores para células B : CD20 e CD 79*

= Marcadores para células T : CD3, CD45RO (OPD4, UCHL1)
= Marcador de proliferacdo celular : MIB1

= Marcador para antigenos virais do EBV: LMP-1 e EBNA-2

= Marcadores para plasmécitos: CD38

Tabela 5 : Anticorpos a serem usados para imunoistoquimica

Anticorpo Clone Especificidade Diluig¢do
EBNA-2 PE2 EBNA-2 1:50
LMP-1 CSI4 LMP-1 1:25
CD3 Policlonal Linfécito T 1:100
CD 45RO UCHL-1 Linfécito T 1:100
CD 30 Ber-H2 Antigeno Ki-1 1:40
CD20 L 26 Linfécito B 1:100
CD 38 VS 38c Plasmdcito 1,25
CD 79* JCB 117 Célula B 1:50
K1 67 Ki- S5 Proliferagdo Celular 1:25

5.4.1 Procedimento de Imunoistoquimica

65

As secgOes histolégicas foram desparafinizadas em dois banhos de xilol durante 5 minutos

cada, desidratadas em dois banhos de dlcool absoluto por 3 minutos e entdo hidratadas em

dgua corrente e destilada e posteriormente colocadas em tampdo PBS. A recuperagio
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antigénica foi feita em calor imido, colocando as laminas submersas em tampao citrato pH
6.0 em panela de pressdo (WMF perfect german) durante 5 minutos. As ldminas foram
incubadas com o anticorpo primdrio diluido no reagente da DAKO (diluidor de anticorpo)
conforme dilui¢des previamente padronizadas (Tabela S), por 40 minutos a 37°C em cimara
timida. Em seguida, apds lavagens com PBS, as ldminas foram incubadas com anticorpo
secunddrio, Ig de coelho anti-IgG de camundongo biotinilado, na diluigdo 1:300 (DAKO,US)
para anticorpos monoclonais e Ig de suino anti-IgG coelho biotinilado, na dilui¢do 1:600
(DAKO,US) para anticorpos policlonais, por 30 minutos a 37°C. Apés lavagens com PBS,
seguiu-se a reagdo sendo incubado as ldminas com a streptoavidina peroxidase na dilui¢do

1:50 (DAKO,US), por 30 minutos a 37°C.

A revelagdo foi obtida com o cromdgeno 3’3’diaminobenzidina (DAB) e o perdéxido de
hidrogénio ( Vector Inc, Burligame, EEUU — Kit) como substrato da peroxidase. A reagdo foi
interrompida com lavagens em dgua corrente. Os cortes histolégicos foram contracorados
com hematoxilina de Harris, desidratados em dlcool absoluto, clarificados em xilol e

recobertos com laminulas de vidro sob balsamo do Canada.

5.5 HIBRIDIZAGAO IN SITU

Foi realizada no Instituto de Patologia da Universidade Livre de Berlim. Teve como objetivo
detectar a infe¢do pelo Epstein-Barr no tecido tumoral. Os cortes histolégicos foram
submetidos a técnica de hibridizac¢do in situ de acordo com protocolo descrito a seguir. Foram
utilizadas sondas de RNA nuclear ndo codificante do EBV (EBER) 1 e 2, marcados com
digoxigenina. Esta técnica permite a detecg¢@o do transcrito de RNA do EBV, possibilitando a

localizagdo da células infectadas no tecido. Trés passos fundamentais foram seguidos nesta

técnica :
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1. Obtengdo da sonda através de transcrigdo in vitro utilizando UTP marcado com

digoxigenina

Em tubo de 1,5 ml foi colocado 1pl de digoxigenina-rUTP , 4ul de tampdo de transcrigdo
(BRL), 2ul de 10mM rNTP (rATP, rGTP, RCTTP), 1ul de RNAsin, 9ul de Depc-H20, 1 pl
do plasmidio linearizado(1pg/ul) (EBER-1 ou EBER-2) e 2ul da polimerase correspondente.
Seguiu-se um periodo de incubag@o de 90 minutos a 37° C, com adicdo de 1 pl da polimerase
ap6s os primeiros 60 minutos. No final a transi¢do foi controlada pela realizagdo de um
minigel de agarose. As sondas de RNA marcadas foram entdo aliquotadas e estocadas a -80°.

C. Os plasmidios possuindo o fragmento de DNA encontram-se especificados na Tabela 6.

Tabela 6 : cDNA usados para Hibridizagdo in situ

Nome Clonado em: RE TP Tamanho cDNA
EBER-1 pBlueKS Hind III T7 Q.3 Anti-sense
EBER-1 pBlueKS EcoRI T3 0,5 Sense
EBER-2 pBlueKS BamHI T3 0,5 Anti-sense
EBER-2 pBlueKS EcoRI T7 0,5 Sense

Abreviacdes : RE: Enzima de restri¢ao , TP: Promotor para transcri¢do

2. Tratamento do tecido antes da hibridizag@o

Cortes de 4um de espessura foram desparafinizados e reidratados seqiiencialmente em xilol e

dlcool progressivamente (99%, 90% , 70% e 50%). Depois os cortes foram tratados como

descrito a seguir: 10 minutos em 0,2N HCl/Depc-H20; 5 minutos 1xPBS; 10 minutos em
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0,625 mg Pronase/ml em 1xPBS; 30 segundos em Glicina 0,IM em 1xPBS; trés banhos
1xPBS; 10 minutos em 4%PFA /1xPBS a 4°.C, 3 minutos em 1xPBS seguido por
desidratagdo progressiva em etanol (30%,60%,90%,100%/Depc-H20). A seguir as ldminas

foram deixadas em temperatura ambiente para secar por 15 minutos.

3. Hibridizag#o e lavagens apds hibridizagdo

Para cada 1amina foram usados 30 pul da mistura de hibridizacio contendo 0,1ul de cada sonda
(EBER-1 ¢ 2). Esta mistura continha 50% de formamida (deionizada); 12,5% de sulfato de
dextran; 10mM Tris-HCI pH 7,5; 10mM NaH2Po4/Na2HPO4; 0,3M NaCl; 5SmM EDTA; 1 x
solugdo de Denhardt; 1,2 mg/ml de tRNA de fungo e sonda marcada com digoxigenina. Para
preparar esta mistura de sondas foram inicialmente diluidas em formamida a 50% e Depc-
H20 e desnaturadas por 3 minutos em banho Maria a 80°C, misturadas com 4 partes do
tampdo de hibridizacdo e homogeneizada. Trinta microlitros da mistura foram colocados
sobre a 1dmina a qual foi a seguir, coberta com parafilme. Para hibridizagao, as laminas foram
colocadas em cimeras contendo 50% de formamida/Depc-H20O e incubadas a 37°C por 2
horas. Apés hibridizagdo, as laminas foram lavadas em solugdo salina (2xSSC) por 10
minutos a 48°C, 1xSSC por 10 minutos a 48°C para remogdo da sonda ligada
inespecificamente. Finalmente, a digoxigenina foi detectada através de método
imunohistolégico com utilizagdo de anticorpo especifico para digoxigenina conjugada a
molécula de fosfatase alcalina a qual foi revelada, pelo mesmo principio do método
Streptoavidina-biotina-peroxidase. As ldminas foram posteriormente, coradas com
hematoxilina de Mayer e as laminulas montadas com bélsamo. Para cada sec¢do hibridizada
com sonda anti-sense (complementar a molécula que se quer demonstrar) foi paralelamente
hibridizada uma sec¢do do mesmo material com uma sonda sense (ndo complementar),

funcionando como controle negativo.
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5.6 ANALISES ESTATISTICAS

Para realizagdo das andlises estatisticas utilizamos o software SPSS versdao 11.0. Na anélise
dos dados ndo-paramétricos dicotomicos foram utilizados os testes do qui-quadrado e o de
probabilidades exato de Fischer. Este tltimo foi usado quando a amostra em uma das caselas
foi inferior a 5. O valor de p foi considerado significativo quando < 0,05. A razio de produtos
cruzados (razdo de chances ou odds ratio (OR)) foi calculada e foi considerado o intervalo de

confianca (IC) de 95%.
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS GRUPOS

Dos 17 casos de LNH ocorrendo em pacientes infectados pelo virus HIV estudados, nove
(52,92%) foram obtidos na rede publica e oito na rede privada (47,1%) de atendimento,
enquanto do grupo HIV-negativo 18/30 (60%) eram da rede publica e 12 da rede privada
(40%) (p = 0,761). A distribuicdo quanto ao sexo foi similar em ambos os grupos, sendo que
no grupo HIV-positivo a relagdo homem/mulher foi de 1,8:1 e no grupo HIV-negativo 2:1 (p
= 1,0). A idade média do grupo HIV-positivo foi de 41 anos (18,5) enquanto no grupo

controle foi de 53,4 (+18,5) (p = 0,01).

6.2 DIAGNOSTICO DO HIV

No grupo HIV-positivo o diagndstico da infecg@o ocorreu:

» antes do diagnéstico do linfoma ndo-Hodgkin em 10 casos (58,8%). O intervalo de tempo
entre o diagnéstico da infeccdo pelo HIV e o de LNH foi em média de 15,1 meses,
variando de um a 84 meses.

» concomitante ao diagnéstico de LNH em quatro pacientes (23,5%)

» ap6s o diagnéstico de LNH em trés casos (17,6%). O intervalo nestes casos entre o
diagnéstico de LNH e o de infecgdo pelo HIV foi em média de trés meses, variando de um
a cinco meses.

No grupo HIV-positivo a infecgdo pelo HIV foi diagnosticada por pelo menos dois exames

de sorologia ELISA para HIV-1 e HIV-2 em 14 pacientes. Destes, 13 foram confirmados pelo

Western Blot. Em trés pacientes havia apenas o relato em prontudrio de que se tratava de

paciente HIV-positivo, sendo que um destes estava em uso de terapia anti-retroviral. Nos
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prontudrios destes trés pacientes, no entanto, ndo constavam laudos de exames para detecc¢do
do HIV.
No grupo HIV-negativo todos os pacientes possuiam pelo menos um exame de ELISA para

HIV-1 e 2 negativo no prontudrio.

6.3 DADOS CLINICOS DOS LNH

6.3.1 Sitio de Acometimento

O comprometimento exclusivo de linfonodos (nodal) foi encontrado em quatro dos 17 casos
HIV-positivos (23,5%) e em cinco de 29 (17,2%) no grupo controle. O acometimento
extranodal foi documentado por exame anatomo-patolégico e/ou exame de imagem ou
endoscdpico em 13 casos (76,5%) HIV-positivos, enquanto este acometimento foi observado
em 24/29 (82,8%) pacientes do grupo controle (p = 0,707). No grupo HIV-positivo o sitio
extranodal foi acometido primariamente (LNH extranodal) em 12/13 casos (92%) enquanto
no grupo HIV-negativo este acometimento primdrio foi observado em 10/24 (41,6%)
pacientes (p = 0,004). Nos demais pacientes, 1 do grupo HIV-positivo € 14 do grupo HIV-
negativo, o acometimento extranodal foi secundério (disseminagio). O acometimento de mais
de um sitio extranodal foi observada em cinco casos (29,4%) e em trés controles (10%) (p =
0,118). Nos casos HIV-positivos o estdmago estava comprometido em sete casos, cavidade
oral em quatro, intestino em dois, figado em dois casos, medula éssea em dois casos, sistema
nervoso central em um caso, pulmd3 em um caso e pancreas em um caso. Havia
comprometimento por contiguidade do miisculo masseter em um caso com sitio primério em
cavidade oral. No grupo HIV-negativo o principal sitio de acometimento extranodal foi a
medula Gssea com oito pacientes, seguido pelo figado em quatro; estdmago em trés;

intestino, pele e pulmdo comprometidos dois casos cada um; sistema nervoso central,
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rinofaringe , mandibula e musculo em um caso cada um. Um paciente deste grupo com
comprometimento primario de intestino mostrava invasdo por contiguidade de utero, ovario e

omento. (Grafico 1).

Grifico 1: Distribuicio quanto ao sitio de acometimento extra-nodal dos LNH
nos pacientes HIV-positivos e HIV-negativos

% 454
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EST-Estomago: ORL-oral: MO- Medula Ossea: FIG: Figado: INT: Intestino: SNC-Sistema nervoso central:
PANC-Pancreas. PUL-Pulmio. MUS-Musculo: RNF-Rinofaringe: MAN-Mandibula

6.3.2 Estadiamento Clinico

Foi possivel a obtengdo segura do estadiamento clinico em 12/17 (70,5%) dos pacientes HIV-
positivos e em 24/30 (80%) pacientes HIV-negativos. Estes foram classificados conforme os
critérios de Ann Arbor (ROSENBERG, S., 1977). O estadiamento avangado (III e 1V), foi
observado em 7/12 casos (58,3%) e em 20/24 (83%) pacientes do grupo controle (p = 0,126).

A comparagdo dos grupos quanto ao estadiamento esta exposta na tabela 7.
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Tabela 7: Estadiamento dos pacientes HIV-positivos e negativos com LNH

ESTADIAMENTO | HIV-positivos HIV-negativos
I 3/12 (25,0%) 0

I 2/12 (16,6%) 4/24 (16,6%)
I 2/12 (16,6%) 2/24 (8,3%)
v 5/12 (41,6%) 18/24 (75%)
6.4 DADOS LABORATORIAIS

LDH

Dados sobre os valor sérico da LDH, na ocasido do diagnéstico, foram obtidos em 13/17
casos (76,4%) e em 22/30 (73,3%) controles. Os valores estavam elevados em 6/13 (46%)
casos e em 11/22 (50%) controles (p = 1,0). Nos demais pacientes os valores foram normais

(Tabela 8).

CD4

Em onze dos dezessete casos (64,7%) foi possivel a obtengdo dos valores do CD4 na ocasido

do diagnéstico do LNH; em oito (72,7%) a contagem de CD4 foi abaixo de 200 células/mm’

(Tabela 8). Nos pacientes HIV-negativos este dado néo existia em prontuério.



Tabela 8 — Caracteristicas gerais, estadiamento clinico e dados laboratoriais dos LNH em

HIV positivos
N°CASO SEXO IDADE ESTADIAMENTO LDH* CD4
(anos) (Ann Arbor) (U/dn (céls/mm3)
01 E 35 I B (?)' 144 (N)* -
02 M 46 IE 436 (N) 72
03 F 49 IE = =
04 M 29 IVB 142 (N) 64
05 M 51 I 957 (1)° 198
06 M 30 oA 436 (N) 176
07 F 46 v 3.520 (1) 216
08 M 37 v 490 (1) 35
09 M 33 v 285 (1) -
10 M 39 A - 127
11 F 28 IA 148 (N) 98
12 M 38 IE(? 662 (1) -
13 F 57 - 31T (N) -
14 F 38 v . -
15 M 47 IIIE 345(N) 302
16 M 49 IE(?) 460 (1) 140
17 M 46 IE - 342

* os valores de referéncia variaram a depender da institui¢do onde o exame foi realizado
1. (?) os dados obtidos em prontudrio foram insuficientes uma avaliagdo segura do dado
2. (N) normal

3. (1) alto
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6.5 ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS E IMUNOISTOQUIMICOS DOS LNH

Dos dezessete casos, 16 foram classificados de acordo com a publicagdo da OMS-2001 (Jatfet
et al.,, 2001) e em um caso, o estudo imunoistoquimico resultou insatisfatério mesmo apds
repeticdes, por este motivo, o caso foi considerado ndo classificado. No grupo controle s6 foi
possivel a classificagdo segundo a OMS-2001 em 28 pacientes. Quanto ao fenétipo, todos os
casos exibiam fenétipo B (100%), enquanto do grupo controle 23 (82,1%) foram B, quatro
(14,2%) T e um tinha o fenétipo nulo. No grupo HIV-positivo, dez dos dezessete (62,5%)
casos foram classificados como Linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) dos quais
nove pertenciam a variante centrobldstica (LDGCB-C) e um a variante imunobldstica
(LDGCB-I) (Figura 3). Quatro casos (25%) foram classificados como Linfoma de Burkitt
(LB) dos quais, dois foram classificados como LB classicos, um como LB atipico e outro
como LB com diferenciagdo plasmocitdide (Figura 3); dois casos (12,5%) foram classificados
como Linfoma plasmobléstico (LPB). Dos 23 controles com fenétipo B, 16 (59,2%) foram
classificados como LDCG, sendo que 15 pertenciam a variante centrobldstica e um a variante
rico em células T. Dos 7 linfomas de células B restantes um foi classificado como LB com
diferenciagdo plasmocitéide (Figura 4), um como LNH tipo folicular com dreas difusas e
cinco (18,5%) como linfoma linfocitico. Dos quatro linfomas de células T, dois foram
classificados como linfoma T periférico nfo especificado, um como linfoma T tipo
paniculite subcutanea, um como micose fungéide. O paciente com imunofenétipo nulo foi
classificado como linfoma anapldsico de grandes células. O indice de proliferagdo celular

utilizando o marcador K1 67 (MIB) foi, em média 79% (£18,5) nos casos € 55% (+28) nos

controles, sendo esta diferenga significante (p = 0,02).



76

Figura 3: Aspectos histopatologicos dos LNH em pacientes HIV-positivos

Figura 3: a) Caso 2- Linfoma de Burkitt classico, comprometendo mucosa gastrica,
observar glandula no centro (seta) envolvida pelas células neoplasicas (coloragdo H&E
250X); b) Caso2 (LB) células linfoides de tamanho médio com macrofagos de permeio
conferindo aspecto de “céu estrelado” (coloragdo Giemsa 300X); c) Caso 7-LDGCB-I,
células grandes com macrofagos fagociticos de permeio (coloragdo H&E 250X); d) Caso
7-LDGCB-I detalhe das células grandes com nucléolo central, proeminente (coloragao
Giemsa 400X); e) Caso 5S-LDGCB-C, Células grandes de distribuigdo difusa (coloragao
H&E, 250X); f) Caso 5-LDGCB-C Células grandes com nicleos de cromatina frouxa,
varios nucélolos e numerosas células apoptoticas de permeio (coloragdo Giemsa, 400X).
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Grifico 2: Distribuicio dos subtipos histolégicos de LNH no grupo
HIV-positivo e negativo em porcentagem
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LDGCB-Linfoma difuso de grandes células B: LB-Linfoma de Burkitt: LP-Linfoma
plasmoblastico: LL-Linfoma linfocitico. LF-Linfoma folicular: LT-Linfoma de células T:
LACG-Linfoma anaplasico de células grandes: NCLA-Linfoma nao classificado

6. 6 DETECCAO DA INFECCAO PELO EBV EM LNH

6.6.1 Hibridizacéo in Situ para EBER

Foi possivel a detecgdo do transcrito de RNA do EBV em 12/17 (70,5%) casos e em 6/28
(21,4%) controles (p = 0,002, OR 8,8; IC (95%): 2,215 - 34,965). Dos 12 casos positivos
cinco eram LDGCB-C, um LDGCB-I, trés LB, dois LPB e um caso foi do LNH nio
classificado (Figura 2). Em relagdo aos subtipos histologicos a propor¢do que o EBV foi
detectado por este método foi de 55,5% dos LDGCB-C, 100% dos LDGCB-I, 75% dos LB, e
100% dos LPB. (Tabela 9). Dos seis pacientes do grupo controle positivos para EBER,

quatro foram classificados como LDGCB, destes trés da variante centroblastica e um rico em
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células T; um caso foi de LB com diferenciagdo plasmocitéide e um de linfoma T Periférico

ndo especificado (Tabela 9).

Tabela 9: Resultado da pesquisa para EBV nos casos de LNH em HIV positivos

N° HISTOLOGIA [HIBR. IN SITU IMUNOHISTOQUIMICA |TIPO DE
EBER LMP-1 EBNA-2 LATENCIA

01 LDGCB-C Positivo > 50% - - I

02 LB cléssico Positivo > 50% + - IT

03 LDGCB-C Positivo > 50% + + III

04 LPB Positivo > 50% - - I

05 LDGCB-C Pos. célula isolada - - I

06 LDGCB-C Negativo - - -

07 LDGCB-1 Positivo > 50% + - II

08 LDGCB-C Negativo - - -

09 Nao Classificado | Positivo > 50% + - IT

10 LBplasmocitéide | Positivo 100% - - I

11 LDGCB-C Pos. célula isolada - - I

12 LDGCB-C Negativo - - -

13 LB cléssico Negativo - - -

14 LDGCB-C Negativo - - -

15 LB atipico Positivo >50% + + I

16 LPB Pos. célula isolada - - I

17 LDGCB-C Positivo < 50% - - I

(+) positivo (-) negativo; LDGCB-C: Linfoma difuso de grandes c€lulas B, centrobldstico; LDGCB-1 :

imunobléstico; LB: Linfoma de Burkitt; LPB: Linfoma Plasmobléstico

Linfoma difuso de grandes células B,
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O nimero de células neopldsicas positivas variou de raras a 100% das células (Figura 2).

Observou-se diferenca quanto ao percentual de células positivas para EBV no tecido tumoral

em ambos os grupos. Em 8/12 casos (66,6%) o percentual de células tumorais positivas foi

superior a 50% enquanto nos controles apenas 1/6 (16,6%) com diagnéstico de linfoma de

Burkitt exibiu este padréo de positividade. Tal diferenca, no entanto, ndo atingiu significancia

estatistica (p = 0,131). Em 5/6 controles (83,3%), a porcentagem de células positivas para

EBER foi inferior a 50%, sendo que a maioria destes apresentavam apenas raras células

isoladas positivas. Quando o linfoma era de pequenas células, tornou-se muito dificil

determinar morfologicamente se as células eram neopldsicas ou reacionais (Tabela 10).

Tabela 10: Dados dos pacientes com LNH do grupo controle HIV negativos

plasmocitéide (B)

SEXO/ |CLASSIFICACAO [HIBRIDIZACAO IN| IMUNOISTOQUIMICA LATENCIA
IDADE SITU (EBER) LMP-1 EBNA-2
M/44 |LDGCB rico em|Pos.célulaisolada - - I
células T
M /47 |LDGCB-C (B) Pos. célula isolada - - I
M/73 |LDGCB-C (B) Pos. célula isolada - - I
M/63 |LNH T periférico|Positivo < 50% + - I
ndo especificado |
M/55 |LDGCB-C (B) Positivo < 50% + + I
F/18 LB ¢/ diferenciagio | Positivo >50% - - I

(+) positivo (-) negativo; LDGCB-C:

Hodgkin T; LB: Linfoma de Burkitt

Linfoma difuso de grandes células B, centrobldstico, LNH T : Linfoma néo
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Figura 4: Aspectos imunofenotipicos dos LNH em pacientes HIV-positivos

Figura 4: Imunoistoquimica pela técnica da estreptoavidina-biotina-peroxidase a) Caso
10 -Linfoma de Burkitt plasmocitéide: células linfides neoplasicas de tamanho médio
com forte expressao de CD20 (marrom); b) Caso 10, Linfoma de Burkitt plasmocitéide:
células linfoides neoplasicas com forte expressao citoplasmatica do CD79a; c¢) Caso 12,
Linfoma difuso de grandes células B com forte expressio membranar do CD20
(marrom) em células atipicas grandes que dissociam glandulas gastricas negativas; d)
Caso 04 -Linfoma plasmoblastico: expressdo do marcador de diferenciagdo
plasmocitoide (VS38c); e) Caso10 marcador de proliferecio celular MIB1 em
aproximadamente 90% das células neoplasicas (marcagdo nuclear em marrom)
(Aumentos 150X, 150X, 300X, 400X, 300X)
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6.6.2 Imunoistoquimica para EBV

Em todos os 17 casos ¢ em 28 controles foi realizada a imunoistoquimica para antigenos
LMP-1 e EBNA-2 do EBV. O LMP-1 foi detectado em 5/12 casos (41,7%) e em 2/6 (33,3%)
controles (p = 1,0) (Figura 3). Em todos havia concomitancia de positividade para EBER do
EBV pelo método de hibridizagdo in situ. O EBNA-2, foi detectado em 2/12 casos (16,7%) e
em 1/6 controles(16,7%) (p = 1,0). Todos os casos EBNA-2 positivos eram também positivos

para EBER e LMP-1. (Tabelas 9 e 10).

6.6.3 Padrio de Laténcia Viral

A expressdio de LMP-1 e EBNA-2 indicando diferentes padrdes de laténcia viral, permitiu
avaliar este padrdo em todos os pacientes positivos para EBER (Tabelas 8 e 9). O padrao de
laténcia tipo I foi observado em 7/12 (58,3%) casos € em 3/6 (50%) controles (p = 1,0). O
padréo de laténcia II foi observado em 3/12 (25%) casos e em 1/6(16,7%) controles (p = 1,0).

O padréo de laténcia tipo III foi observado em 2/12 casos (16,7%) e em 1/6 (16,7%) controles

(p=1,0).

Dos casos descritos como laténcia I, quatro eram LDGCB-C, dois LPB e um LB com
diferencia¢do plasmocitéide. Dos trés casos com padrdo de laténcia II , um foi o LDGCB-
imunobldastico, um LB cldssico e um LNH ndo classificado. Dos casos com laténcia III um
era um LDGCB-C e o outro LB atipico. Dos controles descritos como laténcia I trés eram
LDGCB- variante centrobldstica e um era LB com diferenciag¢@o plasmocitéide. O individuo
com laténcia II era um Linfoma T periférico ¢ o com laténcia III era um LDGCB-

centroblastico.
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FIGURA 5: Detec¢io da infeccio pelo EBV em tecido pela hibridiza¢ido in situ e pela

imunoistoquimica

Figura 5: a-d) hibridizagio in situ para EBER 1 e 2: a) Caso 10-Linfoma de Burkitt, forte
positividade nuclear (vermelho) em virtualmente 100% das células neoplasicas; b) Caso 4 -
Linfoma plasmoblastico, forte positividade nuclear em mais de 50% das células; c) Caso 1-
Linfoma difuso de grandes células B, forte sinal nuclear em menos de 50% das células
neoplasicas; d) Caso 11-Linfoma difuso de grandes células B, forte sinal nuclear em célula
isolada; e-f) imunoistoquimica pela técnica de avidina-biotina-fosfatase alcalina: e) Caso 3,
Linfoma difuso de grandes células B expressao citoplasmatica e membranar do antigeno latente
de membrana (LMP) 1 do EBV; f) Caso 3, Linfoma difuso de grandes células B forte
expressao nuclear do antigeno nuclear 2 do EBV (EBNA-2) (Aumentos 150x, 400X, 150X,
250X, 300X, 250X).
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7. DISCUSSAO

A partir de 1996, neoplasias malignas tais como sarcoma de Kaposi, carcinoma invasor de
colo uterino e alguns tipos de linfoma passaram a ser consideradas condi¢des definidoras de
AIDS em pacientes HIV-positivos. Linfomas ndo Hodgkin de alto grau de malignidade fazem
parte deste grupo e podem ser a primeira manifestacdo da doenga. Desde que diferentes
aspectos clinico-epidemiolégicos e patolégicos tém sido descritos em linfomas ocorrendo em
pacientes HIV positivos (HIV+), a OMS (JAFFE, 2001) resolveu dedicar um capitulo & parte
para os LNH neste grupo de pacientes. O uso desta classificagdo tem possibilitado observar
diferengas geograficas quanto a ocorréncia de linfomas ndo s6 em pacientes HIV-negativos
quanto em pacientes HIV-positivos. O objetivo do nosso trabalho foi descrever os aspectos
histolégicos e clinicos dos LNH ocorrendo em pacientes HIV- positivos e negativos, e

procedentes de uma mesma regido geografica em um mesmo periodo.

Obtivemos 17 casos de LNH associados ao HIV e 30 controles, diagnosticados em Salvador
no periodo de 1998-2003. Quando comparamos este nimero com os dados do Ministério da
Saide (DADOS, 2002) que indicam a notificagdo de 1.276 casos de AIDS em Salvador no
mesmo periodo, vemos que a propor¢ao foi de cerca de 11 novos casos de LNH associado ao
HIV para cada 1000 novos casos de AIDS notificados. Entretanto, estes dados ndo podem ser
extrapolados para uma base populacional, visto que o nosso estudo ndo abrangeu,
sistematicamente, todos os servigos onde se faz diagndstico de LNH e a sorologia nio foi

realizada de rotina, em todos os casos de LNH diagnosticados no periodo.

Estudos em paises desenvolvidos como EUA e Itdlia indicam que cerca de 8-10% dos LNH
estdo relacionados a AIDS (BIGGAR & RABIN, 1992; DAL MASO, et al.,, 2001). Se

aplicarmos os dados destes estudos a nossa populagdo, esperariamos encontrar um niimero
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maior de casos de LNH, em pacientes com AIDS, em nosso meio. No entanto, na anélise de
230 prontuarios no HUPES e HAM apenas oito casos de LNH estavam associados a AIDS, o
que representa 3,4% do total de LNH avaliados em ambos os hospitais. No servi¢co da rede
privada em que foi feita a avaliacdo de 49 prontudrios de casos consecutivos de LNH,
ocorrendo no mesmo periodo, encontramos quatro casos de LNH associados a AIDS. Isto
representou 8,1% do total dos casos revisados. O reduzido nimero de casos de LNH
relacionados ao HIV na rede publica, quando comparado ao nimero de casos da rede privada,
deve-se, em parte, a auséncia de sorologia para HIV nos prontudrios, j4 que em apenas 13,5%
dos prontudrios a sorologia foi encontrada. Por outro lado, em 57,1% dos prontudrios do

servigo rede privada, a sorologia para HIV foi encontrada.

Um menor risco relativo de LNH em pacientes com AIDS foi descrito em paises
subdesenvolvidos como conseqiiéncia de subdiagnésticos e morte precoce (CLARKE &
GLASE, 2001). Comparando os nossos dados, no entanto, com estudos realizados na Africa
(PARKIB, et.al., 1999; CHOKUNONGA, et al., 1999), observamos que temos um ndmero
maior de casos de LNH ocorrendo em pacientes com AIDS que no continente africano. A
freqiiéncia elevada de outras complicacOes fatais nos pacientes com AIDS africanos e a
possibilidade de um nimero maior de casos ndo diagnosticados, poderia ser responsével pelo
menor nimero de LNH nos pacientes com AIDS na Africa. Outra explicagio para este fato,
seria uma melhor assisténcia médica no Brasil para os pacientes HIV-positivos determinando
uma maior sobrevida (PIO MARINS, et al, 2002), permitindo maior tempo para o

desenvolvimento de LNH no curso da doenga.

De uma maneira geral, o LNH € considerado uma manifestagao tardia da infec¢ao pelo HIV
(LEVINE, et al., 2001). Quanto ao intervalo entre o diagnéstico do LNH e a sorologia

positiva para HIV ou diagnéstico de AIDS observamos que, a maioria dos pacientes na nossa
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série tiveram diagnéstico de LNH apés o diagnéstico de AIDS. Entretanto, em um niimero
considerdvel de casos (41,1%) a sorologia positiva para HIV foi obtida apdés ou
simultaneamente ao diagnéstico de LNH. A literatura ja apontava, mesmo antes da introdugao
da HAART, para a possibilidade de LNH como primeira manifestagcdo da AIDS (LEVINE, et
al., 1993). Atualmente com a reducdo de diagndsticos de AIDS decorrentes de infecgdes
oportunistas induzidas pelo uso da HAART, tem havido uma tendéncia a um aumento de
novos diagnésticos de AIDS apds o diagnéstico de LNH (MOCROFT, et al., 2000). Trés
casos da nossa série tiveram sorologia positiva para HIV/diagnéstico de AIDS apés o de LNH
com intervalo mdximo de 5 meses. Levando-se em consideragdo o tempo de incubagdo do
virus e evolugdo natural da infec¢io (VERGIS & MELLORS, 2000), o HIV teria sido
detectado antes do LNH, caso o paciente tivesse realizado a sorologia antes. Considerando as
particularidades que existem no grupo de pacientes com LNH HIV+, incluindo prognéstico e
tratamento distintos (LEVINE, et al, 2000), estes casos de HIV+/ AIDS simultaneos e ou
posteriores ao diagndstico de LNH descritos no nosso trabalho, salientam a importancia de se

solicitar sorologia para HIV, de rotina, nos pacientes com LNH.

Na maioria dos casos descritos neste trabalho o diagnéstico de HIV foi confirmado por
Western blot conforme recomendag¢io do CDC (INTERPRETATION, 1989). Em um caso, no
entanto, o diagnéstico da AIDS foi obtido apenas por testes repetidos de ELISA, também
considerado diagndstico conclusivo da infec¢io pelo HIV (CARVALHO, et al., 1996). Quatro
casos em que nao foi encontrado nenhum teste laboratorial demonstrando o HIV na revisdo de
prontudrio, foram incluidos no grupo de LNH em HIV+ baseados no fato de que, trés
possuiam registro no CREAIDS, centro de referéncia em acompanhamento ambulatorial de
pacientes HIV+ em Salvador, e um tinha registro na farmacia do HUPES como paciente em

uso de tratamento anti-retroviral anti-HIV.
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A maioria dos casos estudados nesta série ocorreu em individuos do sexo masculino, a
semelhanca do que tem sido observado em outras séries de pacientes com LNH e AIDS fora
do Brasil (LEVINE, et al., 2001) e no nosso pais (BACCHI, et al., 1996). O mesmo foi visto
para os pacientes controles, nos quais a maioria, também foi de homens. Este predominio do
sexo masculino é explicado tanto nos casos quanto nos controles, pelo fato de que, tanto o
LNH (SWERDLOW, 2003) quanto a AIDS (UNAIDS, 2002; DADOS, 2002), sdo mais
freqiientes em homens.

Dados de literatura apontam para um aumento de incidéncia de casos de LNH em jovens em
dreas com alta incidéncia de AIDS (SWERDLOW, 2003). De acordo com estes dados,
quando comparamos a faixa etdria dos casos com a dos controles, vemos que 0s pacientes
com LNH associados a AIDS foram significativamente mais jovens que os pacientes HIV-
negativos (p=0,01). Considerando o diagnéstico de AIDS, observamos que a faixa etdria
encontrada no grupo de pacientes HIV-positivos neste estudo € semelhante a da populagio
acometida por AIDS no Brasil (DADOS, 2002). Apesar de os dados de literatura
demonstrarem um risco relativo de LNH de 1.203 (95% IC 688-1.949) em criangas infectadas
pelo HIV (DAL MASO & FRANCECH]I, 2003), ndo encontramos nenhum caso de LNH
associado ao HIV nesta populagdo, no periodo estudado, em Salvador. Ndo temos uma
explicagdo clara para este fato, a ndo ser a informagdo que obtivemos nos servigos
consultados de que a sorologia para HIV ndo constitui exame de rotina em todas as criangas

com diagnéstico de LNH atendidas por estes.

Dados da literatura indicam uma tendéncia a apresentacdo extranodal nos LNH associados a
AIDS (HAMILTON-DUTOIT, et.al.,1991; TIRELLI, et al.,, 2000). No nosso estudo,
observamos que a maioria dos casos descritos, apresentava-se com doenga extranodal ao
diagnéstico. No entanto, discordando dos dados de literatura que indicam um predominio de

doenga nodal em pacientes LNH HIV negativos (BESIEN & CARBANILLAS, 2000),
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obtivemos um niimero elevado de pacientes com doenga extranodal ao diagndstico neste
grupo. Embora ndo tenha sido observada diferengca quanto a propor¢do global dos casos €
controles com envolvimento extranodal, foi observada uma diferenga significativa quando
analisamos o tipo de acometimento extranodal, se primdrio ou secunddrio. O
comprometimento extranodal primdrio ocorreu numa propor¢do significativamente maior de
casos que nos controles (p=0,004). Nos casos de LNH em pacientes HIV-positivos descritos
no Brasil por Bachi et. al. em 1996 a freqiiéncia do acometimento extranodal foi bem inferior
(33%) a observada nos nossos casos. Nos controles, o sitio extranodal foi envolvido, na
maioria dos casos, de forma secunddria, refletindo uma doenca disseminada ao diagnédstico. A
escassez de resultados de sorologia para HIV nos prontudrios, descrita anteriormente, limitou
muito o nimero de controles HIV-negativos da rede publica incluidos no nosso estudo. Isto
pode ter levado a um possivel viés de selecdo dos pacientes no grupo controle, incluindo
maior nimero de pacientes que, por possuirem doenca mais disseminada ao diagnéstico,
inclusive com acometimento extranodal, teriam sido indicados preferencialmente para
realizagdo da sorologia para HIV, enquanto que outros com LNH em estado inicial ndo foi

feita a sorologia.

Em ordem decrescente, os principais sitios de comprometimento extranodal entre os casos
foram: estdmago, cavidade oral, figado e intestino. Estes dados se assemelham aos dados
encontrados na literatura (LEVINE, 2000) porém, diferem dos descritos no Brasil por Bachi et
al em 1996 em que a pele, mucosa oral, endométrio, 0ssos € sistema nervoso central foram os
sitios de acometimento extranodais mais freqlientemente acometidos. Encontramos na nossa
série, poucos casos com infiltragdo de medula Gssea. Além dos casos em que ndo foram
encontrados exame de bidpsia Ossea no prontudrio, observamos que os pacientes que
possuiam este exame no estadiamento do LNH em geral, possuiam apenas laudo de uma tinica

bidpsia 6ssea. A realizagdo de bidpsia de medula Ossea deve fazer parte dos exames de
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estadiamento dos pacientes com LNH e a realizacdo de exames multiplos ao diagndstico
aumenta de 10-20% a possibilidade de se observar infiltragio medular (CHESON, et al 1999).
O SNC foi envolvido em apenas um caso, de forma secunddria, ou seja, por disseminagao.
Nio encontramos nenhum caso com envolvimento primdrio do SNC. Em nosso meio,
SANTOS, R.A., em 2001, demonstrou a ocorréncia de 6,4% de linfomas primérios do SNC
numa série de 62 casos consecutivos de AIDS necropsiados no periodo de 1991 a 1999.
Desde que alguns destes s6 foram diagnosticados apds o ébito, possivelmente poderiamos ter
observado algum caso de comprometimento desta regido caso fossem solicitados exames
tomografia computadorizada/ressonincia nuclear magnética de cranio e/ou estudo do liquor
de rotina nos pacientes HIV+. Na revisdo do prontudrio encontramos descri¢ao de pelo menos
um destes exames em apenas em cinco casos (29,4%). Outra possibilidade € que, frente as
manifestagdoes neuroldgicas da AIDS, os sinais e sintomas do linfoma cerebral possam ter
ficado obscurecidos. Porém, a revisdo de 23 casos de necrdpsias em pacientes com AIDS em
nosso estudo, ndo demonstrou nenhum caso de LNH em SNC. Por outro lado, € importante
ressaltar que, com o advento da HAART, tem sido observado uma redu¢do nos LNH

primdrios de SNC em pacientes com AIDS (INTERNATIONAL, 2000).

Tanto no grupo de casos quanto nos controles a maioria dos pacientes apresentou ao
diagnéstico do LNH, estéddios clinicos avangados (III - IV). Em relag@o aos pacientes HIV+,
este dado estd em concordancia com a maioria dos estudos que mostram predominancia de
pacientes nos estadios clinicos mais avangados entre os pacientes com LNH associados a
AIDS (LEVINE, 2000). Analisando os pacientes com estddios clinicos iniciais (I - II) no
grupo de casos vemos que todos, exceto um paciente, possuiam LNH primdrio de estdmago,
indicando uma possivel tendéncia para o diagndstico mais precoce ou uma probabilidade de
um comportamento clinico distinto nestes casos, com uma tendéncia a maior infiltragao local

e uma menor disseminag@o para outros sitios, haja visto a presenga comum nestes casos



89

primdrios de estobmago, de doenca localizada, em geral, volumosa. Em relagdo aos pacientes
do grupo controle, a presenca de uma maioria de pacientes com estigios clinicos mais
avancados, contrariou os dados de literatura que indicam uma propor¢do menor de
diagndsticos em estdgios III-IV nestes pacientes, do que o demonstrado nesta série (BESIEN,
et al., 2000). Esta maioria de pacientes com doenga disseminada neste grupo, superando até
mesmo o percentual encontrados nos casos, pode ser devido ao atendimento, sobretudo na
rede publica, de pacientes com doencas com maior tempo de instalagdo, decorrentes das
condi¢bes sécio-econdmicas e da dificuldade de acesso aos servigos e satde no nosso pais.
Esta explicagao € reforcada pelo fato de que todos os pacientes em estddios iniciais no grupo
controle foram diagnosticados na rede privada de atendimento. Como referido anteriormente,
também nio podemos excluir a possibilidade de ter ocorrido um viés de sele¢do dos pacientes
do grupo controle pela tendéncia a solicitacdo de sorologia para HIV nos pacientes com
doenga mais avancada. Uma outra explicacdo provdvel, seria haver um acompanhamento
clinico mais rigoroso nos pacientes HIV+, que poderia estar levando ao diagndstico de LNH

mais precoce neste grupo.

Observamos que tanto pacientes no grupo de casos quanto nos controles de que foram obtidos
os valores de LDH no diagnéstico do LNH, este valor encontrava-se normal em cerca de
metade dos pacientes de cada grupo. Este dado obtido, em nosso estudo, contraria os dados de
literatura, que apontam para o fato de que na maioria dos pacientes com LNH e AIDS, e,
naqueles com estadios clinicos avancados de LNH em geral, esta enzima encontra-se elevada
(CARBONE, 1997). Ndo temos nenhuma uma explicagdo clara para este fato, no entanto,
ressaltamos que o nimero reduzido de pacientes em ambos os grupos, a falta deste dado em

parte tanto dos casos quanto dos controles ndo nos permite conclusdes sobre este dado.



90

Quanto ao valor de CD4 observamos que os pacientes com LNH e AIDS analisados
apresentavam na sua maioria contagens de CD4 inferiores a 200 células/mm’. Este valor est4
de acordo com a literatura que descreve maior probabilidade do LNH ocorrer no contexto de
imunossupressdo severa, e contagens de CD4 abaixo de 200/mm3 (LEVINE, et al., 2001).
Valores de CD4, acima ou abaixo de 200/mm3 tem sido relacionados a diferentes subtipos de
linfomas ( CARBONE, 1987), entretanto em nosso estudo nio foi possivel verificar tal

correlagdo.

A maioria dos paciente no grupo de casos apresentavam segundo a classificagcdo da OMS-01,
subtipos histolégicos de LNH comuns a individuos imunocompetentes. O subtipo mais
comum foi o0 LDGC e o segundo tipo histolégico mais encontrado foi o LB. Nos casos
relatados previamente em nosso pais por BACCHI, et al.,, em 1996, a proporcao destes
subtipos histolégicos foi semelhante ao observado na nossa série, com 55% de LDGC e 25%
de LB. Apesar de historicamente o LB ter sido o primeiro tipo histolégico descrito em
pacientes com AIDS (DOLL & LIST, 1982), estudos epidemiolégicos subsequentes
demonstraram que o LDGC € o mais freqiiente (BERAL, et al., 1991). Se classificados pela
Working Formulation todos os nossos casos de pacientes HIV+ com LNH seriam
enquadrados como linfomas de grandes células, de alto grau de malignidade. Apesar de
menos freqiientes, os LNH de células T, também s@o encontrados nos pacientes HIV+ em
vérias séries (BEYLOT-BARRY, et al., 1999; CANIONI, et al., 2000; GOLD, et al., 1990;
RUFF, et al., 1989; BIGGAR, et al., 2001), no entanto, ndo observamos nenhum caso de
LNH com imunofenétipo T nos nossos casos. Na populagdo estudada por BACCHI, et al. em
1996, no Brasil, apesar da maioria dos casos (90%) ter sido de LNH de células B havia um
caso de LNH de células T e outro com fenétipo nulo. Considerando a menor freqii€ncia de
fenétipos T em relagdo aos B em associagdo com AIDS e o pequeno nimero de casos, este

predominio exclusivo de LNH com fenétipo B no nosso meio ndo necessariamente se
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manteria, caso a nossa série fosse maior. No grupo controle do nosso estudo, ocorreu uma
maior diversidade nos LNH, tanto de subtipos histolégicos quanto de fenétipos. Se
classificados pela Working Formulation os pacientes do grupo HIV-negativos, seriam
enquadrados em diversos graus de malignidade: aqueles de baixo grau ou seja de
comportamento clinico indolente, os de grau intermedidrios e menos freqiientemente os de
alto grau de malignidade, com comportamento clinico agressivo. Esta diferenca entre subtipos
histolégicos, graus de malignidade e fenétipos mostra uma tendéncia a uma maior diversidade
nos pacientes com LHN HIV- em comparagdo com uma maior homogeneidade nos HIV+.
Isto pode estar relacionado aos fatores que determinam linfomagénese nos diferentes grupos,

possivelmente mais especificos e diretos no grupo HIV positivo.

A pesquisa para EBV por técnica de hibridizagdo in situ no grupo HIV-positivo revelou
presencga deste virus no tecido tumoral da maioria dos casos (70,5%) e na minoria (21,4%) dos
controles (p = 0,002, OR 8,8; IC (95%): 2,215 - 34,965). Quando comparamos estes dados
com o que encontramos na literatura verificamos que a positividade para EBER por
hibridizagao in situ nos LNH em pacientes HIV+ de 70,5% dos casos estudados, foi maior do
que o descrito na classificagdo da OMS-2001, de aproximadamente 60% em geral (JAFFE, et
al.,2001). Alguns dos trabalhos que utilizaram a mesma técnica para avaliar a presenga de
EBV em LNH sistémicos em pacientes com AIDS, também encontraram um nimero menor
de casos positivos para EBV. GOEDERT em 2000, nos EUA, encontrou 40% de
positividade; CARBONE, 1994, na Itdlia, encontrou 50%; HAMILTON-DUTOIT, 1993 na
Dinamarca, demonstrou 58% de positividade. O trabalho de BACCHI et al., 1996 realizado
com pacientes diagnosticados em Sdo Paulo e em Salvador mostrou 55% de positividade para
EBV. No entanto, foram utilizadas sondas de oligonucleotideos ao invés de sondas de RNA e
isto pode ter influenciado nesta diferenga. Quando separamos percentual de casos positivos

para EBV por subtipo histolégico, observamos a mesma tendéncia, ou seja, uma maior
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proporg¢do de casos positivos para EBER por subtipo que o descrito na literatura (JAFFE, et
al.,, 2001; GEBARRE, et al., 2001; CARBONE, 2002). Também em relagdo ao nidmero de
células infectadas, os casos exibiram maior nimero de células EBER-positivas quando
comparado com os controles. Esta diferenca ndo atingiu significancia estatistica, devido
provavelmente ao pequeno numero de controles positivos para EBER. Em pacientes HIV-
positivos ha reduclo da resposta T citotéxica especifica para EBV e um conseqiiente aumento
da carga viral do EBV (BIRX, 1986). Adicionalmente, o EBV em um meio imunossupressor
passa a expressar proteinas capazes de induzir a transformacdo e imortalizacdo de células
linféides (CHOEN J.1, et al 2000). Portanto, diante do seu potencial oncogénico, este virus

pode ter um papel importante na linfomagénese em pacientes imunossuprimidos.

Estudos em pacientes com LNH imunocompetentes, que utilizaram a mesma metodologia
para pesquisa de EBER que o nosso (HUMMEL et al, 1995, TERAMOTO, et al.,1996),
mostraram um percentual ligeiramente maior (25%) de casos positivos que o encontrado no
nosso grupo controle (21%). Como os LNH de células T demonstram uma maior positividade
para o EBER que os de células B (TERAMOTO, et al 1996, YOUNG-HYEH, et al., 1994;
D’AMORE, et al., 1996) e relatamos neste grupo apenas dois LNH de células T submetidos a
pesquisa de EBER, um dos quais positivos, esta pode ser uma possivel explicagao para esta
diferenga. Outra explicagdo seria o nimero de LNH nestas séries que foi 5 a 10 vezes maior
que o nimero aqui descrito e que esta pequena diferenca, portanto nio seja considerdvel. Da
mesma forma que em pacientes imunossuprimidos, o EBV estd associado a determinados
subtipos histolégicos e principalmente linfomas de alto grau de malignidade (Jaffe et al.,
2001, HUMMEL et al., 1995). Compativel com este dado da literatura, os linfomas do nosso
grupo controle associados ao EBV eram B ou T de alto grau de malignidade. Uma maior
incidéncia da associagdo do EBV com linfomas em pacientes imunocompetentes no grupo

pedidtrico (25%) foi descrita recentemente na Argentina (CHABAY, et al. 2002). Embora
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ndo tenhamos no nosso material nenhum linfoma pediétrico, estudo no nosso meio
demonstrou um alto indice de positividade para EBV (87%) em casos de LB de criangas em
Salvador (ARAUJO et al, 1996). Tal dado pode indicar a probabilidade de uma forte
associagdo do LNH, em certos grupos de pacientes com LNH, na nossa cidade, com o EBV.
O naimero de casos de LNH em AIDS que descrevemos, no entanto, € reduzido para que se

possa retirar qualquer conclusdo definitiva.

Todos os casos submetidos a imunoistoquimica para os antigenos LMP-1 e EBNA-2 do
EBYV, tendo em vista a maior sensibilidade da técnica, foram também positivos para EBER na
hibridizagdo in situ (GULLEY, 2001). Quanto ao padrdo de laténcia viral verificamos nos
pacientes HIV-positivos a presenga de todos os trés padrdes, em concordincia com os varios
estudos neste tipo de paciente (TERAMOTO, et al., 1996; HAMILTON-DUTOIT,et al.,
1993). No grupo controle, demonstramos também a presenga de todos os trés padrdes de
laténcia, contrariando os dados de literatura que descrevem a laténcia viral tipo III
exclusivamente nos LNH ocorrendo no contexto de imunodeficiéncia (NIEDOBITEK &
YOUNG, 1997). Na revisdo do prontudrio do paciente com laténcia viral tipo III do grupo
controle, observamos escassez de dados e por isto, ndo podemos descartar, a existéncia de
algum outro tipo de imunodeficiéncia ou mesmo a possibilidade de falso negativo no exame

de sorologia para HIV.

A clonalidade da infec¢do pelo EBV nos LNH relacionados ao virus HIV (KAYE, et al.,
1993; HAMILTON-DUTOIT, et al., 1991), tem sugerido que a infec¢cdo pelo EBV, precede
a transformagdo maligna, reforcando a importincia deste virus na patogénese do LNH na
AIDS. A maior positividade para antigenos de laténcia viral do EBV, relacionados a
imortalizac@o celular, nos casos do que nos controles, observada em nosso estudo, apontam

para o papel deste virus na génese dos LNH em AIDS. As observagSes indicam que o EBV
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funciona como agente facilitador, induzindo através da expressio de LMP-1 e EBNA-2 a
imortalidade de linfécitos em pacientes imunosuprimidos. Esta imortalizagao contribuiria para
a sobrevivéncia de linfécitos ¢ conseqiiente acimulo de mutagdes em linfécitos infectados
que poderia determinar a geracdo de um clone maligno. Entretanto, o papel do EBV ainda é
controverso e outros fatores certamente estdo envolvidos na linfomagénese, jd que a infecgdo
pelo EBV esta presente em apenas parte dos linfomas nos pacientes HIV+. O estudo
aprofundado do curso da infecgdo pelo EBV em pacientes imunocompetentes e
imunossuprimidos, do papel da reativacdo da infeccdo pelo EBV, bem como de outros
possiveis fatores envolvidos na génese dos LNH podera, portanto, representar um avango na

nossa compreensao da patogénese dos linfomas.
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8. CONCLUSOES

1. Observamos uma menor freqiiéncia de LNH adultos e pedidtricos associados a AIDS em
Salvador, no periodo de janeiro de 1998 a fevereiro de 2003, em relacdo a maioria dos
estudos em paises ocidentais. Desde que este achado estd provavelmente relacionado a
ndo realizagdo sistemdtica de investigagcdo para HIV em linfomas no nosso meio, o estudo
aponta a necessidade da solicitag@o rotineira da sorologia para HIV nos pacientes com
LNH.

2. Os pacientes com diagndstico de LNH e sorologia positiva para HIV  foram
significativamente mais jovens que aqueles com diagndstico inicial de LNH e sorologia
negativa para HIV

3. A maioria dos pacientes com LNH e sorologia positiva para HIV apresentava doenga
extranodal primdria, enquanto que os pacientes HIV-negativos apresentavam doenga
extranodal secundéria a disseminagdo neoplésica.

4. Foi observada uma tendéncia para o diagndstico mais precoce do LNH primério de
estdmago em pacientes HIV positivos em nosso meio.

5. Os LNH em pacientes HIV-positivos foram de células B de alto grau de malignidade,
enquanto os pacientes HIV-negativos apresentaram fenétipos B, T, nulo e diversos graus
de malignidade.

6. Os subtipos histolégicos em pacientes HIV-positivos foram LDGCB, linfoma de Burkitt e
linfoma plasmoblastico enquanto os pacientes HIV-negativos exibiram uma grande
variedade de subtipos histolégicos.

7. A alta prevaléncia da infec¢do pelo EBV no tecido tumoral na maioria dos casos quando
comparados aos controles (p=0,001), sugere um possivel papel patogénico deste virus na

etiologia dos LNH em pacientes imunossuprimidos em nosso meio.
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8. O encontro de laténcia viral tipo III em paciente HIV-negativo, descrito na literatura como
restrito a pacientes imunosuprimidos, aponta a possibilidade de outros fatores causadores

de imunossupressdo, presentes nos pacientes com LNH no nosso meio.
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ANEXO

IMUNOISTOQUIMICA PELO METODO STREPTOAVIDINA-BIOTINA-

PEROXIDASE

1. Cortar e colocar as seccdes em laminas preparadas (estufa por 24 horas a 40°C antes de

comegar a reagio).

2. Colocar as 1aminas em estufa por 1 hora a 60°C (antes do inicio da reag3o).

3. Desparafinizar as secgdes (xilol 2x\Smim cada), desidratar em 4lcool absoluto (2x\5 mim

cada) e hidratar com 4gua destilada. Passar para cubeta com PBS.

4. Recuperagdo antigénica — Diluir o tampdo citrato (1:10), colocar para ferver na panela de
pressdo. Quando entrar em ebuli¢do, mergulhar as 14minas (na cubeta apropriada) e fechar a
panela. Deixar por 5 minutos ou 2 minutos a contar a partir do aparecimento da 2* linha. As
laminas também podem ser incubadas em tampdo citrato pré-aquecido em banho-maria 4 90°c

por 40 minutos.

5. Colocar em uma cubeta com PBS

6. Incubar as secgdes com anticorpo primdrio (cada anticorpo apresenta diluicdo previamente

padronizada — 1000J\lamina) por 40 min a 30°C.

7. Lavar as sec¢gdes em PBS (2x).
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8. Incubar as sec¢Oes com anticorpo secunddrio — 1000I\ldmina ( Para anticorpos

monoclonais: Rabbit anti-mouse biotinilado — Para anticorpos policlonais: Swine anti-rabbit

biotinilado), por 30 min a 30°C.

9. Lavar as sec¢gdes em PBS (2x).

10. Aplicar o complexo streptoavidina-biotina-peroxidase (10001\ldmina), previamente

diluido e incubar por 30 min a 30°C.

11. Lavar as sec¢des em PBS (2x).

12. Diluir o cromégeno (DAB 1 gota / 1mL de tamp@o) incubar por +/-5 min (10001\ldmina)

até corar de castanho.

13. Lavar as seccdes em PBS e em 4gua corrente.

14. Contracorar com hematoxilina (1-3 min), desidratar em dlcool (2x) clarificar com xilol

(2x), deixar no xilol até montar.

15. Montar as laminas com bédlsamo do Canad4 (bdlsamo na laminula-sobrepde a ldmina —

mergulha no xilol e limpa com papel cuidadosamente).
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