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RESUMO

Introducdo: O linfoma de Hodgkin (LH) possui uma composi¢cdo celular Unica
representada por uma minoria de células neoplasicas - células de Hodgkin e Reed-
Sternberg (células HRS) - em um fundo inflamatério. Além da histologia, o diagnéstico
também ¢é definido pela imunoistoquimica (IHQ), com a maioria dos casos de LH
classico (LHc) expressando CD30, CD15 e PAX-5. A imunoexpressao do antigeno
CD20 é variavel e alguns estudos sugerem que ela pode representar uma interseccao
entre a fisiopatologia do LH e o progndstico clinico dos pacientes. Além disso, as
investigagbes sobre o seu microambiente tém tido especial destaque nas
investigacdes cientificas da hematopatologia, vislumbrando aplicacdes terapéuticas.
Objetivo: Investigar a imunoexpressao de CD20 e de marcadores do microambiente
tumoral no LHc, visando analisar as interfaces entre esses parametros e 0s aspectos
clinico-morfolégicos de interesse da onco-hematopatologia.

Métodos: Estudo retrospectivo com 184 pacientes com diagndstico
anatomopatoldgico de LHc. Dados clinicos foram revisados a partir dos prontuarios
médicos. Estudo morfolégico e imunofenotipico com CD20, CD30, CD15, PAX-5,
CD3, CD4, CD8, CD21, CD68, CD34, CD56, CD138, PD-1 e pesquisa de EBV por
IHQ (LMP-1) e hibridizacdo in situ cromogénica (CISH) foram realizados. Os dados
foram tabulados e valor de p foi considerado significante quando menor que 0,05.
Resultados: O fendtipo CD20-positivo foi encontrado em 45 (25,9%) do total de 174
pacientes com material disponivel. Pacientes CD20-positivos nas células neoplasicas
tendem a se curar antes, particularmente aqueles com menos de 10,5 células/CGA
(p=0,037). A morfologia, a chance de um caso ser CD20-positivo € maior quando se
tem granuloma (p=0,034, IC 95% 1,166-50,301). Em relacdo ao microambiente, o
tempo até a cura foi menor nos pacientes CD20-positivos, sobretudo naqueles com
mais de 25% de extensao de positividade (p=0,0183). O tempo até a cura (p=0,0309)
e a taxa de 6bitos (p=0,016) foram menores nos pacientes PD-1 negativos. Dentre 0s
pacientes com presen¢a de plasmaocitos no microambiente, aqueles com menor
namero tendem a se curar antes (p=0,0374). Maior densidade vascular esta associada
a menor frequéncia de sintomas B (p=0,036) e a presenca de recidiva da doenca
(p=0,004).

Conclusdes: H& uma associacdo direta da positividade para CD20 nas células

neoplasicas e no micromabiente do LHc a uma melhor evolucao clinica. H4 também



melhor prognéstico naqueles pacientes com auséncia de imunoexpressédo de PD-1,
menor nimero de plasmécitos e menor densidade vascular. O microambiente é,
certamente, cenario para estudos cada vez mais robustos sendo que os achados
desse trabalho destacam os linfocitos B ndo neoplasicos, os plasmaocitos, os linfécitos
expressores de PD-1 e a densidade vascular, estdo relacionados a marcadores de

agressividade.

Palavras-chaves: Doenca de Hodgkin, imunoistoquimica, antigeno CD?20,

microambiente tumoral, hibridizagéo in situ, desfecho clinico.



ABSTRACT

Introduction: Hodgkin lymphoma (HL) has a unique cellular composition, containing
a minority of neoplastic cells — Hodgkin and Reed-Sternberg (HRS) cells — in an
inflammatory background. Beyond histology, the diagnosis is also defined by the
immunophenotype, with most cases of classical HL (cHL) expressing CD30, CD15 and
PAX-5. The CD20 immunoexpression is variable and it may represent an intersection
between the pathophysiology of LH and the clinical prognosis of patients. In addition,
investigations into its microenvironment have been given special importance in the
hematopathology scientific investigations, for the purpose of therapeutic applications.
Objective: To investigate the CD20 immunoexpression and the tumor
microenvironment markers in LHc, in order to analyze the interfaces between these
parameters and the clinical-morphological aspects of interest in onco-
hematopathology.

Methods: Retrospective study with 184 patients with pathological diagnosis of cHL.
Clinical data were reviewed from medical records. Morphological and
immunophenotypic study with CD20, CD30, CD15, PAX-5, CD3, CD4, CD8, CD21,
CD68, CD34, CD56, CD138 and PD-1 were performed. EBV infection was tested by
IHC (LMP-1) and in situ chromogenic hybridization (CISH). The data were tabulated
and the p value less than 0.05 was considered significant.

Results: The CD20-positive phenotype was found in 45 (25,9%) of the total of 174
patients with available material. Patients with CD20 positivity on neoplastic cells tend
to heal earlier, particularly those with less than 10.5 cells/fCGA (p=0.037).0n
morphology, there was a greater chance of having CD20 positivity when there was
granuloma (p=0.034, 95% CI 1.166-50.301). Regarding the microenvironment, the
time to cure was shorter in CD20-positive patients, especially in those with more than
25% of positivity (p=0.0183). The time to cure (p=0.0309) and the death rate (p=0.016)
were shorter in PD-1 negative patients. Among patients with the presence of plasma
cells in the microenvironment, those with fewer numbers tend to heal earlier
(p=0.0374). Higher vascular density is associated with lower frequency of B symptoms
(p=0.036) and presence of disease recurrence (p=0.004).

Conclusions: There is a direct association of CD20 positivity in neoplastic cells and
in microenvironment with a better clinical outcome. There is also a better prognosis in

those patients with absence of PD-1 immunoexpression, fewer plasma cells and less



vascular density. The microenvironment is certainly the setting for increasingly robust
studies and the findings of this work highlight non-neoplastic B lymphocytes, plasma

cells, PD-1 lymphocytes and vascular density, related to aggressive behavior.

Keywords: Hodgkin disease; immunohistochemmistry; antigens, CD20; tumor

microenvironment; in situ hybridization; patient outcome assessment.
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1. LINFOMA DE HODGKIN

Os linfomas s&o neoplasias malignas do sistema linfatico caracterizadas pela
proliferacdo clonal de linfécitos B ou T/NK, maduros ou imaturos, e em diversos
estagios de diferenciacdo, que se apresentam clinicamente como lesdes nodais e/ou
extranodais. Classicamente, sédo divididos em duas grandes categorias: Linfoma de
Hodgkin (LH) e Linfoma N&o- Hodgkin (LNH), de acordo com as diferencas
morfolégicas, imunofenotipicas, moleculares e clinicas®:

O LH, anteriormente chamado de Doenca de Hodgkin, origina-se dos linfocitos
B do centro germinativo®® e pode ser dividido em dois grandes grupos segundo a
morfologia e o imunofendétipo das células tumorais: LH classico (LHc) e LH
predominéancia linfocitaria nodular (LHPLN). O LHc, que corresponde a 90% de todos
os LH, ainda é subdividido em quatro subtipos: esclerose nodular (EN), celularidade

mista (CM), rico em linfocitos (RL) e deplecéo linfocitaria (DL)®.

1.1. EPIDEMIOLOGIA

LH é a causa incomum de incidéncia e de mortalidade por cancer. A
GLOBOCAN estimou que aproximadamente 80 mil casos incidentes de LH e mais de
25 mil mortes ocorreram globalmente em 2018®)., Para 2040, estima-se um aumento
de 33% no namero absoluto de casos de LH na América Latina devido ao crescimento
e envelhecimento da populagéo®.

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA)®), estima-se 1590
novos casos de LH em homens e 1050 em mulheres para cada ano do triénio 2020-
2022. Esses valores correspondem a um risco estimado de 1,52 de novos casos a
cada 100 mil homens e um risco estimado de 0,95 para cada 100 mil mulheres. Sem
considerar os tumores de pele ndo melanoma, o LH, em homens, € o décimo segundo
mais frequente na regido Norte (1,05/200 mil), enquanto na regido Sudeste (1,93/100
mil) ocupa a décima terceira posicdo. Nas demais regides, é o décimo quarto mais
frequente nas regides Sul (1,74/100 mil), Centro-Oeste (1,32/100 mil) e Nordeste
(0,98/100 mil). Para as mulheres, é a décima sexta neoplasia mais frequente na regiao
Sudeste (1,11/100 mil). Nas demais regides, ocupa a décima sétima posi¢cao, sendo
1,23/100 mil no Centro-Oeste, 1,12/100 mil no Sul, 0,76/100 mil no Nordeste e
0,28/100 mil na regido Norte. Em 2017, em termos de mortalidade, ocorreram 355

Obitos por LH com taxa bruta de mortalidade de 0,35/100 mil em homens e 254 6bitos
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(0,25/100 mil) em mulheres.

Na Europa, Estados Unidos e Japdo a mortalidade tem caido nas ultimas
décadas, acredita-se que pelo uso de terapias mais modernas®”. A taxa de
mortalidade na América Latina na década de 1990 foi mais alta do que a observada
nos Estados Unidos, mas se tornou similar a dos estadunidenses nos ultimos anos,
exceto na Costa Rica, México, Venezuela e Cuba. Isso indica uma melhora, ainda que
em curso, no diagnaostico, tratamento e manejo da doenc¢a na maioria dos paises da
América Central e América do Sul, incluindo o Brasil®).

Nos paises em desenvolvimento, o LH apresenta-se predominantemente em
criancas e sua incidéncia decresce com a idade, enquanto nos paises industrializados,
a incidéncia aumenta com a idade. Na década de 1970, trés padrées epidemioldgicos
foram descritos por Correa e O'Conor® para o LH, de acordo com a idade, sexo,
regido geogréfica e subtipo histoldgico:

1) tipo I, padréo presente em paises em desenvolvimento e em pacientes com
baixo status socioeconémico (SSE), onde a incidéncia é caracterizada por um pico na
primeira infancia (com predominio em meninos) e um segundo pico em pacientes mais
velhos, com predominio do subtipo CM e DL e alta proporcdo de tumores positivos
para Epstein-Barr virus (EBV);

2) tipo Il, observado em areas rurais de paises desenvolvidos, com pico de
incidéncia na infancia (maior em meninos) e segundo pico na segunda década de vida
(maior em mulheres), com proporcdes semelhantes entre os subtipos histologicos;

3) tipo lll, padrao bimodal de distribuicdo descrito em paises desenvolvidos e
em pacientes com alto SSE, caracterizado por uma baixa incidéncia em criancas, alta
incidéncia em adultos jovens e um pico alto de incidéncia em pacientes mais velhos,
exibindo principalmente o subtipo EN e tumor negativo para EBV(®-11),

Estudo epidemioldgico realizado na América Latina mostrou que a maioria de
seus paises, incluindo o Brasil, tem o padrao bimodal tipo Ill, exceto Equador e Peru
(com padrdo mais consistente com o tipo )12, dados corroborados por estudo
epidemioldgico brasileiro(3,

Tem sido demonstrado que o SSE impacta na incidéncia de LH, com individuos
com melhor SSE tendo maior risco de desenvolvimento da doenca nos paises
desenvolvidos®*19), Além disso, Clarke et al. (2005)®% mostraram que o SSE varia
com a idade, etnia, histologia e sexo. Um estudo epidemioldgico brasileiro recente®)

de Biasoli et al. (2018), mostrou que no Brasil, pais com extrema desigualdade social,
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0 SSE é um fator independente associado a menor sobrevida nos pacientes com LH,
na maioria das vezes pela associagdo com infec¢cdes. Neste estudo, pacientes com
baixo SSE tiveram maior probabilidade de apresentar doenca avancada e pior
prognéstico. Potenciais mecanismos subjacentes associados a este impacto do SSE
sdo atraso no diagnostico e pior educacdo. Além disso, o impacto do SSE na
sobrevida foi maior nos pacientes idosos (= 60 anos)®. Ademais, dados norte-
americanos mostram que o LH exibe um padrédo sazonal de incidéncia, com um
aumento desta durante o inverno e primavera se comparada com 0 verdo e 0
outono™?),

Estudos epidemioldgicos acerca dos subtipos do LHc mostram que o LHCEN
afeta primariamente adultos jovens (15-34 anos), com predominio feminino, estando
associado a elevado SSE®®, provavelmente por exposicdo tardia a infeccdes
comuns(®®, Os subtipos CM e DL exibem uma distribuicdo bimodal com um primeiro
pico na populagéo pediatrica e um segundo pico nos pacientes acima de 60 anos, séo
mais comuns nos paises em desenvolvimento e estédo frequentemente associados a
infeccdo pelo EBV(519.20) O LHcRL exibe tendéncia a ocorrer na populacéo idosa e é
relativamente incomum (5% dos casos)®@Y.

No Brasil, estudos mostraram predominio de casos de LHCEN(®1316.22.23)
Oliveira et al. (2002)@4 encontraram o LHcCM como subtipo histolégico predominante

em estudo com a populacédo de Sao Paulo e Ceara.

1.2. FATORES ETIOLOGICOS

Embora a patogénese do LH seja complexa, as diferencas na epidemiologia
descritiva ao redor do mundo forneceram indicios que refletem a etiopatogenia da
doenca. Evidéncias sugerem que o LH esta relacionado a um complexo de condicbes
do sistema imune que s&o, em parte, moduladas por doencas infecciosas,

imunodeficiéncias e susceptibilidades genéticas.

Epstein-Bar virus (EBV)

O EBV é um herpes virus com distribuicdo mundial®26), A infeccdo pelo EBV
ocorre em mais de 40% dos pacientes com LH nos paises ocidentais@”) e tem sido
associado principalmente ao LHc, tendendo a ocorrer mais frequentemente em

criancas e idosos829, Em 2008, 49% do total de casos incidentes estimados para
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ocorrerem mundialmente foram atribuidos ao EBV e 70% destes em regiées menos
desenvolvidas®®. No geral, a frequéncia do EBV varia de acordo com o status de
imune do hospedeiro e o subtipo de LHc, sendo encontrado nas células de Hodgkin e
Reed-Sternberg (HRS) preferencialmente nos subtipos CM e DL, e menos
frequentemente no EN e RL, embora estudos brasileiros evidenciem diferengas nessa
frequéncia no pais(3?4) (Tabela 1), além de estar presente em praticamente todos 0s

casos no LHc de pacientes infectados pelo HIVED),

Tabela 1. Frequéncia de deteccédo do EBV segundo os subtipos histol6gicos do LHc

no Brasil@4

Subtipo histolégico Frequéncia de detec¢do do EBV
Esclerose nodular 29,6%

Celularidade mista 83,9%

Rico em linfocitos 0%

Deplecao linfocitéria 25%

EBV (Epstein-Barr virus), LHc (Linfoma de Hodgkin classico).

Ademais, individuos que tiveram mononucleose infecciosa tiveram risco
aumentado para desenvolver LH®, principalmente LHcCM®3), e este risco é maior
em pessoas infectadas em idade mais avancada e diminui com o tempo de
infeccdo®4. Individuos com evidéncia sorologica de infeccdo pelo EBV tiveram um
risco 2,5 a 4 vezes maior de desenvolver LH do que pessoas sem evidéncia de
infeccdo pelo EBV®),

No Brasil, a prevaléncia de LH EBV+ era de 64,1% entre 1987 e 1998, sendo
mais frequente no subtipo CM, segundo Vassallo (2001)?2. Em 2002, Oliveira et al.(%
compararam 0s casos de uma instituicdo publica do Ceara, cujos pacientes eram de
classe socioecondmica baixa ou muito baixa, com pacientes de classe média ou alta
de S&o Paulo. No Ceard, a infeccdo pelo EBV foi mais prevalente nos pacientes
menores de 20 anos, enquanto em Sao Paulo, a infeccdo foi encontrada
predominantemente em adultos. Nos adultos cearenses, o EBV foi encontrado em
mais de um terco dos casos de EN e em um ter¢co dos casos de CM. Nos adultos
paulistas, a positividade para EBV foi encontrada em todos os casos de CM, mas em
nenhum caso de EN e DL.

Campos et al. (2018)13) avaliaram pacientes com LHc no estado de Sdo Paulo
entre 1954 e 2008 e observaram que 0s casos positivos para EBV diminuiram de 87%
para 46%. Em criancas e adolescentes (<15 anos) e em adultos jovens (15-45 anos),

0s casos EBV+ diminuiram de 96% para 64% e de 85% para 32%, respectivamente.
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O estudo também evidenciou uma prevaléncia maior de infec¢ao pelo EBV no subtipo
CM.

Pacientes de paises em desenvolvimento e aqueles de zona rural dos paises
desenvolvidos possuem maior prevaléncia do subtipo CM e esta diferenca diminui
com a industrializacdo e urbanizacdo. Este fato pode ser atribuido a um contato
precoce com o EBV®®. No Brasil, h4 populacdes com diferentes condigbes
socioecondmicas e a melhora destas condi¢cées em algumas regides, particularmente
no sudeste, pode estar associada a mudanca do padrao epidemioldgico tipo | para o

tipo 1l nas Ultimas décadas(®316),

Virus da imunodeficiéncia humana (HIV), imunodeficiéncias primarias, pés-
transplante e autoimunidade

Alteracdes no sistema imunitério também s&o importantes no aparecimento dos
linfomas, sendo englobadas a parte no capitulo 16 do livro de 2017 da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS)® com destaque devido ao aumento da sua epidemiologia
desde a década de 1990.

O HIV tem sido associado ao aumento do risco de desenvolver muitos tipos de
canceres, incluindo o LH, provavelmente relacionado a imunodeficiéncia®”®). LH no
cenario de HIV tem manifestacdes distintas e geralmente estad associado a infeccao
pelo EBVEL39), Os subtipos CM e DL sdo os mais prevalentes nesses pacientes®9).
Valores mais baixos de CD4 estdo associados a um menor risco de desenvolvimento
de LH®D),

Um estudo com 500 tumores em pessoas com imunodeficiéncia congénita,
8,6% dos individuos tinham LH®“2). Acredita-se que a infeccdo pelo EBV é um fator
associado ao desenvolvimento de linfomas nestes pacientes, além de deficiéncias na
imunorregulacéo e/ou rearranjos génicos“?.

O transplante alogénico de medula 6ssea esta associado com um elevado risco
de desenvolvimento de doencas linfoproliferativas pés-transplante. Embora o LH apés
um transplante seja raro, um risco relativo de 6 foi demonstrado nos pacientes com
LH pés-transplante®). Pacientes submetidos a transplante de 6rgdos solidos ndo
tiveram aumento do risco de desenvolvimento de LH*#44%), Tanto no poés-transplante
de medula 6ssea quanto no de érgdos solidos foi identificada associacdo com o
EBv(43,45)_

Landgren et al. (2006)“®) mostraram um risco elevado de desenvolvimento de
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LH em pacientes com doencgas autoimunes como artrite reumatoide, lUpus eritematoso
sistémico, sarcoidose e purpura trombocitopénica imune. Um aumento no risco de LH

também foi associado a histéria familiar de sarcoidose e retocolite ulcerativa.

Susceptibilidade genética

Estudos com gemelares e agregacdes familiares sugerem que a histéria
familiar de LH tem papel consideravel no desenvolvimento deste linfoma®“’-49), Além
disso, estudos gendémicos identificaram quinze polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) de nove loci diferentes associados ao LH, com associacédo forte de SNPs no
antigeno leucocitario humano (HLA) de classe 1149, Cozen et al. (2012) identificou trés
SNPs no cromossomo 6p21.32 fortemente associados com o aumento do risco do

subtipo EN entre adolescentes e adultos jovens de origem europeia®?,

Raga/Etnia

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que a variabilidade de LH entre
grupos étnicos permaneceu mesmo depois de se levar em conta fatores ambientais e
SSE, sugerindo diferencas na susceptibilidade genética(*41551),

Evens et al. (2012)®) em estudo sobre as disparidades raciais na populacéo
norte-americana identificaram importantes diferencas nas taxas de incidéncia em
relacdo a idade, sexo, caracteristicas clinicas e fatores relacionados a doenc¢a, como
histologia, sintomas B e estadiamento, em relacdo a raca. O estudo mostrou uma
distribuicdo bimodal para brancos e asiaticos, mais proeminente entre homens do que
mulheres. Evidenciou ainda que, apos os 30 anos de idade, homens negros tinham
uma taxa de incidéncia constante enquanto mulheres negras tinham um padréo
bimodal. Hispanicos em contrapartida tiveram um peqgueno pico de incidéncia entre
20 e 29 anos acompanhado de um aumento exponencial da incidéncia de LH apos
essa idade. Além disso, a incidéncia de LH foi mais alta entre hispanicos do que outras
ragcas em individuos com mais de 65 anos. Diferencas clinicopatologicas raciais
incluiram menor frequéncia de EN, maior frequéncia de sintomas B e de doenca em
estadio mais avancado entre os hispanicos e negros em comparacao com brancos.
Este estudo ainda identificou uma significante disparidade racial na sobrevida,
demonstrando que hispanicos e negros tinham um importante aumento do risco de
morte comparados aos brancos®V. Entretanto, trata-se de um estudo da populagdo

norte-americana, podendo ndo ser aplicavel a outros paises, especialmente naqueles
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com menor diversidade racial.

Outros fatores

Au et al. (2004)%2 em estudo com descendentes de imigrantes chineses no
Canada mostraram um aumento da incidéncia de HL nesta populagdo quando
comparada a incidéncia na populacéo chinesa e de Hong Kong. Apesar do estudo ser
restrito em tamanho, ele associa o aumento da incidéncia a ocidentalizacao,
enfatizando a importancia da influéncia do estilo de vida e dos fatores de risco
ambientais na patogénese da doenca.

Evidéncias epidemioldgicas associam o tabagismo com um aumento do risco
de desenvolvimento de LH, embora nédo de forma consistente®354), O tabagismo esta

associado com o LH EBV-positivo, mas ndo ao EBV-negativo®),

2. LINFOMA DE HODGKIN CLASSICO

Em 1832, Thomas Hodgkin descreveu uma série de casos de linfonodomegalia
do Hospital Guy em Londres®®. A descricdo original de Hodgkin ndo ficou bem
reconhecida até 1865, quando Samuel Wilks descreveu melhor a doenca, atribuindo,
entdo, o epénimo ‘Doenga de Hodgkin'®¢-59)  Aproximadamente 60 anos depois da
descricdo de Thomas Hodgkin, Dorothy Reed e Carl Sternberg caracterizaram pela
primeira vez as células mononucleares de Hodgkin e as multinucleadas de Reed-
Sternberg (RS), que sdo patognomonicas da doenca®®. Atualmente, sabe-se que o
LH é uma neoplasia derivada das células B, cujo microambiente celular Gnico possui

um papel importante na fisiopatologia e diagnéstico dos pacientes.

2.1. PATOGENESE

O LHc é uma condicao heterogénea que conta com a contribuicdo combinada
de alteracdes genéticas, estilo de vida e fatores ambientais em sua patogénese.

Os clones tumorais no LHc apresentam multiplas anormalidades
cromossOmicas numéricas e estruturais. Algumas delas sdo compartilhadas por todas
as células, outras estdo presentes apenas em uma fracdo delas, indicando uma
instabilidade genbémica significativa. A detec¢do de rearranjos e mutacdes somaticas

na regiao variante dos genes de imunoglobulinas nas células HRS demonstraram que
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estas células sdo derivadas de células B maduras do centro germinativo. Além disso,
as células HRS carreiam mutacdes sométicas destrutivas que impedem a expressao
do receptor de antigeno de célula B (BCR) em pelo menos um quarto dos casos. Como
as células B do centro germinativo normal que adquirem mutacdes incapacitantes
sofrem apoptose, as células HRS provavelmente se originam do centro germinativo
pré-apoptético, e eventos oncogénicos adicionais resgatam essas células da
apoptose®. Essa é uma peculiaridade das células HRS, que persistem apesar de BCR
nao-funcional, evadindo da apoptose que células B similares ndo neoplasicas
enfrentam (Figura 1). Ainda ha evidéncias recentes de analise de expressdo génica
que mostram que as células HRS podem estar relacionadas a uma populacéo rara de
células B CD30+ normais, que possuem BCRs preservados e funcionais®V). Em casos
raros, as células HRS também podem derivar das células T, pois foram detectados

em alguns casos rearranjos nos genes relacionados a receptores de células T@.

Células
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Somatica Mutagaes
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Figura 1. Cenério de origem das células de Hodgkin e Reed-Sternberg no
centro germinativo. Adaptado de Kippers (2018)62,
CG (centro germinativo), HRS (Hodgkin e Reed-Sternberg).

As células HRS sao caracterizadas por uma ativagao cronica de inUmeras vias
de sinalizacdo que promovem sua sobrevivéncia e crescimento. A via do nuclear factor
kappa B (NF-«kB) € constitutivamente ativada nas células HRS através da inativagédo
de reguladores negativos por mutacdes pontuais e dele¢bes (THFAIP3, NFKBIA,
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NFKBIE, TRAF3 e CYLD) e por amplificacdo de reguladores positivos ou de
componentes da via NF-kB (NIK e REL) por ganhos em numero de cépias®?. As
células HRS tém uma via de sinalizacdo JAK/STAT (janus kinase/signal transducers
and activators of transcription) ativa, a principal via de sinalizacao de citocinas. Essa
via é presumivelmente ativada nas células HRS de maneira paracrina e autocrina,
mas também através de alteracdes genéticas. STAT3, STAT5 e STAT6 sdo altamente
expressos e ativados e o gene JAK2 esta frequentemente amplificado no LHc.
Reguladores negativos desta via (SCOS1 e PTPN1), de forma recorrente, estdo
inativados por mutacdes ou delecdes®®. O fator de transcricdo AP-1 (proteina
ativadora-1) também esté constitutivamente ativado nas células HRS, que expressa
altos niveis de c-Jun e JunB(®3),

As células HRS também expressam proteinas da familia de receptores de
fatores de necrose tumoral (TNF) como CD30, CD40, CD95, transmembrane activator
and calcium modulator and cyclophilin ligand interactor (TACI), antigeno de maturacao
de células B (BCMA) e RANK (ativador de receptor do NF-kB). A interacdo desses
receptores de superficie com seus respectivos ligantes ativa vias de sinalizacdo que
aumentam a atividade da NF-kB. A sinalizacdo aberrante do Notch-1 também modula
a atividade da via NF-kB(®3). As células HRS também exibem ativacdo constitutiva das
vias de sinalizacdo da fosfatidilinositol 3-quinase/AKT (PI3K/AKT) e MAPK/ERK
(mitogen-activated protein kinases/extracellular signal-regulated kinases) que também
contribuem para a sobrevivéncia e/ou proliferacédo das células®3).

No LHc, ainda se observam mdltiplos mecanismos de escape da
imunovigilancia como prejuizo na apresentacdo antigénica por mutacdes inativadoras
no componente B2M (B2 microglobulina) do complexo principal de
histocompatibilidade de classe | (MHC-1) e/ou por mutac¢des/dele¢des que inativam o
CIITA (class Il major histocompatibility complex transactivator) do complexo principal
de histocompatibilidade de classe Il (MHC-II). Observa-se também a secrecao de
fatores soluveis como a interleucina-10 (IL-10), transforming growth factor beta-1
(TGFB1), prostraglandinas e galectina-1, que inibem os linfocitos T citotoxicos e/ou
células apresentadoras de antigenos e facilitam o escape imune por exaustao das
células T®3). H& ainda recrutamento de células T reguladoras e células supressoras
derivadas da linhagem mieloide(®?).

A superexpresséao do programmed cell death ligand 1 (PD-L1) nas células HRS

também é um importante mecanismo de escape imunoldgico. Esta superexpressao


https://en.wikipedia.org/wiki/Mitogen-activated_protein_kinase
https://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases
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se d4 em parte por ganho no numero de cépias do cromossomo 9p24.1. Este ganho
normalmente também inclui o locus do gene JAK2 e resulta em aumento da
sinalizacdo JAK/STAT e AP-1 e mais um aumento da expressdo de PD-L1(3),

Como discutido anteriormente, atualmente ha evidéncias convincentes de que
a presenca de células HRS clonais com infec¢éo pelo EBV tem papel importante na
patogénese da doenca em uma parte dos casos de LH, como na sobrevivéncia das
células HRS, na reprogramacao da transcricdo e na evasao imunolégica das células
neoplasicas(®?.

Mais de 90% dos adultos saudaveis séo infectados pelo EBV e, apés infecgcéo
primaria, o virus estabelece uma infeccéo persistente tendo as células B de meméria
como reservatorio®®, Durante a infecgdo latente, o EBV determina programas de
expressao génica que podem cercear a expressdao de determinados genes virais,
estratégia que facilita o escape imunoldgico(®®, podendo ser expressos, por exemplo,
cinco antigenos nucleares do EBV (EBV-encoded nuclear antigens - EBNAS), duas
proteinas latentes de membrana (latent membrane proteins — LMP-1 e LMP-2),
pequenos RNAs ndo-traduzidos (EBV-encoded small RNAs - EBERs) além de miRs
da sequéncia de BHRF1 (BamHI fragment H rightward open reading frame 1) e BARTS
(BamHI-A rightward transcripts)©”). Dependendo do conjunto de produtos virais
expressos, trés programas de expressdo génica para a infeccdo latente sao
comumente distinguidos, denominados laténcias tipos | (EBER, EBNA-1), Il (EBER,
EBNA-1, LMP-1, LMP-2A, LMP-2B) e Il (EBER, EBNA-1, LMP-1, LMP-2A, LMP-2B,
EBNA-2)(8).

A demonstragdo de um genoma monoclonal do EBV nas células HRS indica
que a infeccdo ocorre antes da expansao clonal do tumor. As células HRS EBV+
expressam o padrdo de laténcia tipo 1169, No LHc associado ao EBV, o EBNA-1 é
capaz de recrutar células T regulatérias e Th2(’9, sendo observado um niimero maior
dessas células e de células NK no LHc EBV+ em comparagdo com o LHc EBV
negativas(. O LMP-1 por si s6 pode contribuir para a sobrevivéncia das células HRS
através de varias vias que sao constitutivamente ativadas, incluindo NF-kB, JAK/STAT
e PIBK/AKT(2, O LMP-1 pode ainda induzir nas células B a expresséo de um receptor
de colageno, o DDR1 (discoidin domain receptor 1), um receptor tirosinoquinase, que
guando tem sua via ativada, promove oncogénese e o desenvolvimento de infiltrado
inflamatorio. Apos se ligar ao colageno, a fosforilagdo do DDR1 desencadeia a

ativacao de vias de sinalizacdo como a via do NF-kB. No LHc EBV+, o LMP-1 aumenta



28

a ativacdo do DDR1 e modula a NF-kB, juntamente com a sinalizagdo através do
CD40 nas células HRS(2. O LMP-2A permite a sobrevivéncia de células B
disfuncionais no centro germinativo, pelo fato de mimetizar o BCR. A sua expressao
nas células B cria um perfil de expresséao similar ao das células HRS®473), O LMP-2A
também esta associado a ativacdo da via Notch-1(74).

O EBV, especialmente através do LMP-1, estimula a producdo de varias
citocinas e quimiocinas pelas células HRS, incluindo CCL5, CCL17 (thymus- and
activation-regulated chemokine — TARC) e IL-8. As células HRS também podem
contribuir diretamente com o ambiente imunossupressivo através da indugcao/aumento
da producéo de fatores imunossupressivos como IL-10, galectina-1, TGF e PD-L1,
que podem inibir a resposta T citotdxica contra as células neoplasicas
infectadas("27576), Os casos EBV+ possuem altos niveis de expressdo de PD-L1, o
que sugere que, além da amplificacdo/ganho 9p24.1, a expresséo de PD-L1 pode ser
induzida pela via do LMP-1, STAT e AP-1("), destacando ainda mais a importancia da
regulacdo positiva de PD-L1 pela infecg&o viral(’?,

Observou-se ainda que nos casos positivos para EBV ha predominio de
macréfagos M1, que possuem atividade pro-inflamatéria e imunoestimulante, com
habilidade de promover resposta Thl e eliminar células tumorais("®. Porém, varios
mecanismos compensatorios para esse perfil macrofagico ajudam na sobrevivéncia
das células HRS infectadas, como o LMP-1(? e o Fas(® que impedem a destrui¢cdo
pelas células T.

Além disso, o HLA dos pacientes com LHc pode ter um papel definidor de risco
para o desenvolvimento de LHc EBV+. O HLA-A*01:01 e B*37:01 estdo associados
com o0 aumento do risco de LHc relacionado ao EBV enquanto DRB1*15:01 e
DPB1*01:01 estdo associados com menor risco®), O alelo HLA-A*02 possui papel

protetivo contra o LHc relacionado ao EBV(2).

2.1.1. MICROAMBIENTE TUMORAL

A pesquisa do cancer nas ultimas quatro décadas teve como foco a célula
cancerosa, buscando compreender 0s oncogenes e genes supressores tumorais cuja
ativacao/supraregulacdo ou perda de funcédo conferem propriedades aberrantes as
células normais, contribuindo para sua transformagdo maligna. Porém, as células

cancerosas nao manifestam as doencas sozinhas e as pesquisas estdo se movendo
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cada vez mais em direcdo a desvendar os papéis das células do microambiente
tumoral — autossuficiéncia dos sinais estimuladores de crescimento tumoral,
insensibilidade do tumor para fatores que inibem sua proliferacéo, invasédo de outros
tecidos e capacidade de originar metastases, potencial ilimitado de multiplicacéo,
inducéo da angiogénese e bloqueio dos mecanismos naturais de morte celular — com
o objetivo de gerar terapéutica personalizada além de alterar o progndstico de muitas
formas de cancer(®2:83),

O microambiente no LHc é composto por uma grande variedade de células
inflamatoérias e estromais. H4 uma variabilidade importante na composicao deste
microambiente, com poucos linfécitos no subtipo DL, um infiltrado celular misto no
subtipo CM e uma importante fibrose no subtipo EN®485_ Devido a esse infiltrado de
células inflamatorias, a histologia linfonodal normal separada em células foliculares B
e areas com células T é perdida. O infiltrado inclui células com o objetivo de eliminar
as células HRS assim como células que ajudam na sobrevivéncia e proliferacdo do
clone tumoral. Nas Ultimas décadas, as investigacdes acerca do microambiente no
LHc tém tido um papel importante na elucidacéo de sua composicéo e relacdo com o
prognostico dos pacientes. Atualmente, jA ha evidéncias de que as células HRS
orquestram ativamente a composicédo do microambiente no linfoma. Essa associacao
das células HRS com o microambiente e a dificuldade de crescimento dessas células
em cultura ou em ratos imunodeficientes indicam que a interacdo entre as células
neoplasicas e o microambiente tem um papel preponderante na fisiopatologia da
doenca(®),

As células HRS secretam citocinas, como IL-5, CCL5, CCL17, CCL20, CCL22
e CCL28, com o objetivo de atrair as células inflamatdrias®®. Estas levam a um
microambiente predominantemente composto por células T — T helper (Th) e T
regulatorias (Tregs) — assim como de macrofagos, eosindfilos, neutréfilos, mastocitos,
células B, plasmécitos e também de fibroblastos e fibras colagenas(®.

As células T CD4+ tem um papel central no microambiente do LHc e
tipicamente estdo em estreito contato com as células HRS (fenbmeno conhecido como
roseta linfocitaria). Esta manifestacdo morfologica pode funcionar como uma fonte de
sobrevivéncia através, principalmente, das células Th2, mas também forma uma
barreira fisica contra as células T citotéxicas. As células T CD4+ sao atraidas pelas
células HRS que produzem quimiocinas e citocinas que recrutam também eosindfilos,

mastdécitos, macrofagos e neutrofilos. Em tumores sélidos, a resposta imune requer a
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apresentacao de antigenos tumorais pelas moléculas de HLA de classe | aos linfocitos
T citotoxicos CD8+. Estudos sugerem que, ao contrario do que ocorre nos tumores
sélidos, as células T CD4+ podem exercer um papel principal na resposta antitumoral
mediada pelo PD-1 no LHc por um mecanismo dependente do HLA de classe 11(87:88),
Além disso, as células T, em particular as Tregs, tém a funcdo de resgatar as células
HRS do ataque dos linfécitos T citotoxicos e das células NK. Isto pode ser
particularmente relevante nos casos de LHc em que as células HRS estao infectadas
pelo EBV e expressam antigenos virais que podem moldar o microambiente atraindo
mais células T regulatérias e poupando as células HRS da necessidade de outros
sinais de sobrevivéncia e de supressao da atividade dos linfdcitos T citotdxicos(70:89.90),

A taxa de células T helper (CD4+) e de células T efetoras (CD8+) pode ter
correlagcdo com o prognéstico dos pacientes com LHc. Altos niveis de CD8+ e baixos
niveis de CD4+ estdo associados com desfecho favoravel em um estudo®b. Alvaro-
Naranjo et al. (2005)©? demonstraram que baixo CD8+ apresentava pior desfecho nos
pacientes em estadio precoce. Neste estudo, um numero elevado de células T
citotéxicas, demonstrado através da expressédo de TIA1 (cytotoxic granule-associated
rna binding protein) e granzima B, também se correlacionou com menor sobrevida.
Este progndstico negativo de nUmeros aumentados de linfocitos T citotdxicos também
foi confirmado por outros dois estudos(93:94),

A expressdo de PD-L1 é observada em grande parte das células HRS em
aproximadamente quase todos os casos de LHc®%. Um mecanismo de evasdo imune
envolve a sinalizagdo entre o PD-L1 expresso em altos niveis nas células HRS e seu
receptor (PD-1) expresso nos linfocitos T CD4+ e CD8+, suprimindo a funcéo efetora
das células T e, consequentemente, desativando a funcéo antitumoral destas células.
As células HRS também induzem a expresséao de PD-L1 nos macrofagos, fomentando
ainda mais o ambiente imunossupressor®®, Hollander et al. (2017)®7 evidenciaram
que altas propor¢des tanto de PD-1+ quanto de PD-L1+ pela imunoistoquimica (IHQ)
nos leucacitos do microambiente estdo associadas a menor sobrevida livre de doenga
e sobrevida global. Muenst et al. (2009)©®® também mostraram que niimeros maiores
de linfécitos PD-1+ € um marcador prognostico negativo para sobrevida global nos
pacientes com LHc.

A natureza imunossupressora do microambiente tumoral no LHc inicia-se
localmente no tumor e progride sistemicamente nos pacientes com doenga avancada

ou com fatores prognosticos adversos. As células HRS e as células do microambiente
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expressam ligantes para receptores inibitérios nas células NK, incluindo HLA-E, HLA-
G e PD-L1. A secrecao de citocinas e quimiocinas, incluindo sCD25, TGF(, IL-10,
CXCL9 e CXCL10 mediam a imunossupressao sistémica®?,

Tzankov et al. (2008)1%°) demonstraram que células Tregs FOXP3 positivas
estdo associadas a uma melhor sobrevida livre de doenga nos pacientes com LHc.
Niveis mais altos de PD-L1 estdo associados a baixos niveis de linfécitos Tregs
FOXP3 positivos e a quantidade maior de macroéfagos e linfocitos T regulatérios PD-1
e GATAS3 positivos, todos associados a pior progndstico®%b,

Pouco se sabe sobre o papel das células B ndo-neoplasicas na patogénese do
LHc e na resposta a terapia, se comparado as células T. As células B competem com
as células HRS por sinais de sobrevivéncia como o ligante CD40 (CD40L) derivados
das células T, o que pode explicar em parte o fato de maiores quantidades de células
B estarem associadas a melhor sobrevida global no LHc(1%2, Para Greaves et al.
(2013)192) a expressédo de localizagdo ndo-folicular do CD20 nos linfécitos do fundo
inflamatorio, quando comparada com as células CD21 positivas, influenciou a
sobrevida. Utilizando um ponto de corte de 1700 células/mm3, os pacientes com alta
expressao nao-folicular de CD20 tiveram uma melhora na sobrevida global (p=0,003)
em 5 anos (87% versus 70%), em 10 anos (84% versus 52%) e em 20 anos (76%
versus 43%).

Em estudo de perfil de expresséo génica, Steidl et al. (2010)(1%) evidenciaram
gue a subexpressao de genes de células B centro-germinativas estava relacionada a
faléncia de tratamento, inversamente ao encontrado na IHQ, em que alta contagem
de células B no fundo inflamatdrio estava significativamente associada a doenga em
estadio avancado com maior sobrevida livre de doenca. Chetaille et al. (2009)(®
também mostraram em seu estudo de expressao génica, um desfecho favoravel nos
casos com superexpressdo de genes de células B. Tudor et al. (2013)*%4 estudaram
diferentes populagdes de células B no background do LHc e encontraram correlacao
significativa entre alto numero de células CD20+, em agregados ou isoladas, e uma
melhor sobrevida. Panico et al. (2015)1%) também evidenciaram que as células
CD20+ tém um papel progndstico favoravel no LHc e que sua deplecao associada ao
aumento do numero de macrofagos identifica um grupo de pacientes de alto risco.
Estudo recente evidenciou que baixa contagem de células B estd associada a
significante reducao da sobrevida livre de progressao e da sobrevida global, ao passo

gue a quantidade de células T, macrofagos e células HRS néo estava associada com
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o risco de progresséao ou recidiva),

No LHc, os plasmdcitos podem ser atraidos pela CCL28 e as citocinas IL-6 e
IL-21 podem ter um papel na diferenciacdo dos plasmacitos. Tanto o CCL28 quanto
as ILs sdo produzidas pelas células HRS(197), Existe apenas um estudo a respeito dos
plasmocitos no LHc, que evidenciou que um elevado niumero de plasmécitos esta
associado a sintomas B, estadiamento avancado e sobrevida inferior(8),

Em relacdo as outras células inflamatoérias, estudos mostram que numeros
aumentados de eosindfilos(%9), de mastdcitos®19 e de macréfagos(193199), indicam um
pior prognostico no LHc. Eosindfilos séo recrutados através da secregdo de IL-5,
CCL5, CCL28 e GM-CS; mastdcitos e macrofagos também sao atraidos pelo CCL5 e
neutroéfilos pela IL-8@8), A expressdo de IL-13 e de TGFp pelas células HRS levam a
fibrose através da ativacdo e proliferacdo de fibroblastos®1). Fibroblastos também
podem contribuir com a infiltrac&o por eosindfilos e células Th2 através da secrecao
de CCL11®®), A secrecdo de IL-3 pelas células T do microambiente leva a uma
regulacdo positiva dos ligantes do CD40 e CD30 nos eosindfilos, promovendo
crescimento e proliferacédo das células HRS112:113),

Os macrofagos associados ao tumor séo preditor de sobrevida global. As
células HRS possuem capacidade de induzir o fenétipo M2 dos macréfagos in
vitro®4, Os macréfagos M2 tém papel anti-inflamatério e também induzem
angiogénese e proliferacdo de células tumorais(!®. Ha uma associagdo entre um
maior nimero de macréfagos M2 e um pior progndéstico1®), Em varios estudos,
incluindo duas meta-analises, o numero aumentado de macréfagos CD68+ e/ou
CD163+ foi um preditor de desfecho adverso em pacientes adultos(93.105.117-128) Ng
LHc, o aumento do numero de macréfagos CD68+ foi associado a uma menor
sobrevida livre de progressdo, a uma probabilidade aumentada de recaida apdés
transplante e a uma sobrevida geral menort1%), Altos indices de CD68 e CD163
(>20%) estao correlacionados a pior prognostico em estudo com pacientes coreanos
com LH®29) Prochazka et al. (2019)1%) mostraram que uma alta razdo entre
macrofagos CD68+ e as células HRS estava associada a um alto risco de progressao
do LHc e morte. Contrariamente aos achados anteriores, Azambuja et al. (2012)(10),
Harris et al. (2012)131 e Kayal et al. (2014)*32 ndo encontraram associacado entre a
imunoexpresséo de CD68 e/ou CD163 com desfecho desfavoravel.

Os mastdécitos sdo atraidos para o microambiente tumoral pela IL9 e/ou pela

quimiocina CCL5 produzidas pelas células HRS ou pelos linfécitos T(133134)  pelo
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aumento da angiogénese®3® e por estimular diretamente as células HRS via
CD30136), Molin et al. (2001)(*%6) demonstraram in vitro que os mastdcitos eram
capazes de estimular as células HRS via CD30, podendo, portanto, promover a
tumorigénese. Este mesmo autor e colaboradores1®, em outro estudo,
demonstraram que grande namero de mastocitos intratumorais estavam associados
ao subtipo EN e a pior progndstico, enquanto Keresztes et al. (2007)(*3") em um estudo
menor ndo encontraram associacdo entre a contagem de mastdcito e o desfecho.
Glimelius et al. (2011){38) encontraram menores nimeros de mastdcitos associados a
tumores EBV+ comparados aos EBV negativos. Andersen et al. (2016)13°)
evidenciaram que maior quantidade de mastoécitos intratumorais se correlacionavam
significativamente com pior desfecho apenas no subtipo CM.

Em relacdo ao LHc associado ao EBV, o infiltrado inflamatério do
microambiente tumoral € composto tanto por células contra as células HRS infectadas,
como os linfécitos T citotéxicos, quanto por células inflamatérias que favorecem o
crescimento e a sobrevivéncia do clone neoplasico(2134 incluindo altos nimeros de
células T regulatérias CD4+CD25+(40), Além disso, ha nimeros significativamente
maiores de macréfagos CD68+ e CD163+ no microambiente do LHc EBV+ do que nos
casos negativos(78119) A principal diferenca na composi¢do do microambiente entre
LHc EBV+ e EBV- € 0 aumento do numero de células T CD8+ e células NK nos
pacientes infectados("?,

Vassallo® demonstrou ndo haver influéncia da expressdo do EBER na
sobrevida. Entretanto, pacientes com mais de 10% das células neoplasicas LMP-
1positivas tinham uma melhor sobrevida, evidenciando que era a expressao forte do
LMP-1, e ndo a simples presenca do virus, que podia desempenhar um papel nos
pacientes com LHc.

Nos pacientes HIV+, observa-se uma capacidade parcialmente retida do
sistema imunoldgico do hospedeiro para controlar a expanséao do tumor, consistente
com a observacédo de que o LHc ocorre geralmente nos pacientes HIV+ com um nivel
de deficiéncia imunoldgica moderada, com maiores niveis de CD4®, Nesses
pacientes, também se observa uma grande proporcao de células HRS infectadas pelo
EBV e nimeros aumentados de macréfagos CD163+141),

Angiogénese é a marca do crescimento e progressao tumoral em neoplasias
sélidas e hematoldgicas. Korkolopoulou et al. (2005)4? investigou a angiogénese em

pacientes com LH utilizando a imunoexpressao pelo CD34 e observou que o calibre
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vascular aumentou gradualmente com o estadiamento, ao contrario da densidade
microvascular (DMV) que diminuiu com o estadiamento. A sobrevida global foi
adversamente afetada pela DMV e pela area vascular total, enquanto uma menor
sobrevida livre de doenca estava associada a presenca de vasos com endotélio
achatado. Este estudo sugeriu que a angiogénese fornece informacao prognaostica no
LH, exigindo uma avaliagdo tanto qualitativa quanto quantitativa da rede
microvascular. Glimelius et al. (2005)43), através da imunoexpressdo pelo CD31,
também evidenciaram os mesmos resultados, mostrando que pacientes com maior
contagem de vasos exibiam uma pior sobrevida livre de doenca. Além disso,
componentes celulares do microambiente como macrofagos e mastdcitos também
estdo envolvidos na manutencédo do LH. Uma associacao significante foi encontrada
entre a DMV, a imunoexpressao pelo CD163 e o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) sugerindo que a interacdo entre as células HRS e os macrofagos

leva a angiogénese e pior prognadsticot22),

2.2. APRESENTACAO CLINICA E DIAGNOSTICO

A maioria dos pacientes com LHc apresenta-se com linfadenopatia periférica
localizada dolorosa, tipicamente envolvendo linfonodos cervicais (75% dos casos),
seguidos pelas regides mediastinal, axilar e para-aértica. Cadeias ndo-axiais, como
os linfonodos mesentéricos e epitrocleares, raramente estdo envolvidos, assim como
é raro o envolvimento extranodal primario®. Sintomas B (febre > 38°, sudorese
noturna e perda ponderal >10% em 6 meses) estdo presentes em cerca de 40% dos
pacientes®. O LH em pacientes HIV-positivos tende a se apresentar em estadio
avancado associado a sintomas B e envolvimento extranodal®?,

O diagnostico do LH baseia-se na apresentacao clinica supracitada associada
a uma avaliagdo morfologica e imunofenotipica. O diagnostico é realizado,
preferencialmente, através da avaliacdo de biopsia excisional do maior linfonodo
envolvido. Esta avaliacdo inclui microscopia Optica de rotina atraves da coloracao pela
hematoxilina e eosina (H&E) e analise do imunofendtipo através de IHQ. Como as
células RS e suas variantes sdo dispostas em meio a muitas células inflamatérias,
estas células podem interferir na avaliacdo molecular e na prépria citometria de fluxo

no diagnéstico do LHc.
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2.3. MORFOLOGIA

A morfologia das células neoplasicas e a composicao do infiltrado inflamatorio
diferem dependendo do subtipo de LH. Entretanto, os subtipos de LHc compartilham
de um imunofendtipo comum, que os diferem de outros linfomas, incluindo o LHPLN.
As células diagnédsticas de Reed-Sternberg (RS) sdo grandes, com citoplasma
abundante, algo basofilico, com nucleos bilobados, duplos ou multiplos, e dois ou mais
nucléolos eosinofilicos proeminentes®4), Existem ainda outras variantes dessas
células neoplasicas como: 1) células de Hodgkin, variante mononuclear; 2) células
mumificadas, contendo citoplasma condensado e nucleo avermelhado picnético; e 3)
células lacunares, que possuem citoplasma palido e abundante, com artefato de
retracao pelo processamento histolégico, e nucleo multilobado com nucléolo pequeno
(Figura 2).

S T

R %Y &

g b,

P

Figura 2. Células de Reed-Sternberg e suas variantes. A) Célula

de Reed-Sternberg; B) Célula de Hodgkin; C) Células lacunares;

e D) Célula mumificada. Fotos de arquivo pessoal do autor.

De acordo com o infiltrado inflamatério de fundo e a morfologia das células
neoplasicas, o LHc é classificado em quatro subtipos (Figura 3), que também diferem

entre si pelos locais de envolvimento, manifestacdes clinicas, padréo de crescimento,
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presenca de fibrose e frequéncia de infeccdo pelo EBV, mas ndo no imunofendtipo

das células tumorais, que € 0 mesmo para as quatro variantes44),

Esclerose nodular: possui um padrdo de crescimento nodular com septos
fibrosos separando os nddulos. Areas de necrose podem estar presentes e
células RS podem ser raras. Tipicamente, a maioria das células neoplasicas
sao células lacunares que podem estar em agregados dentro do centro dos
nédulos. O fundo inflamatério geralmente contém eosindfilos, histiécitos e
neutrofilos.

Celularidade mista: categoria heterogénea com padréo de crescimento difuso
ou vagamente nodular sem septos fibrosos. Pode apresentar leve fibrose
intersticial e as células RS séo identificadas facilmente. O infiltrado de fundo &
variavel e é tipicamente constituido por eosindfilos, neutréfilos, histiécitos e
plasmacitos.

Rico em linfécitos: possui mais comumente padrdo de crescimento nodular,
mas pode ser difuso. As células RS estdo presentes, mas podem ser
observadas também células mononucleares de Hodgkin. O fundo é
predominantemente de linfécitos, sem ou com raros neutrofilos e eosindfilos.
Existem casos contendo remanescentes de centro germinativo, com presenca
de células RS classicas e suas variantes na regido interfolicular e na zona do
manto, conhecidos como “LHc nodular rico em linfocitos” ou “LHc folicular”.
Deplecédo linfocitaria: este subtipo possui crescimento difuso com areas de
aparéncia hipocelular, devido a presenca de fibrose, necrose e escassez de
células inflamatérias. Células diagnésticas RS e variantes bizarras estédo
presentes em grande numero. Ninhos confluentes de células RS podem estar

presentes.
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Figura 3. Subtipos histolégicos do linfoma de Hodgkin classico. A) Esclerose
nodular; B) Celularidade mista; C) Rico em linfdcitos; e D) Deplecao linfocitaria.
Adaptado de Hsi (2012)149),

Pacientes HIV+ exibem algumas diferencas morfologicas quando comparados
com a populagdo geral com LH. Observam-se grandes areas de necrose#®) e um

padrdo sarcomatoide que, embora ndo especifico, € mais frequente nestes
pacientes4D),

2.4. IMUNOFENOTIPO

Tipicamente, as células HRS expressam CD30,CD15 e PAX5, com expressao
variavel de CD20 e negatividade para CD3 e CD45. Auséncia de expressao de CD15
ndo impossibilita o diagnéstico de LHc, visto que 20-25% dos casos podem ser CD15
negativos®4, ao contrario da expressdo de CD30, presente em 100% dos casos. Na
grande maioria dos casos, a derivacao das células tumorais da linhagem de células B
sdo indicadas por uma positividade nuclear PAX5/BSAP, mas a coloracdo €
geralmente mais fraca em comparacao com a intensidade da coloracao na populacao
reativa de células B no fundo inflamatoério. A expressédo de CD20 é frequentemente
restrita a um subconjunto da populacéo de células tumorais, cerca de 20% das células,
além de ser de intensidade variavel em diferentes partes da membrana nuclear®4. Em

comparacao com a expressdo do CD20, a expressdo CD79a é observada com menos
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frequéncia®4. A infeccdo por EBV nas células HRS pode ser facilmente demonstrada
por estudo IHQ para LMP-1 ou hibridizag&o in situ (EBER) (Figura 4).

1
e,

pelo LMP-1. B) Marcagédo nuclear EBER/CISH. Fotos de arquivo pessoal do autor.

2.4.1. PAPEL DO CD20 NAS CELULAS NEOPLASICAS

O CD20 é uma proteina transmembrana codificada pelo gene MS4Al
(membrane-spanning 4 domains, subfamily A, member 1). Este gene codifica
moléculas de superficie de linfécitos B que exercem papel no desenvolvimento e
diferenciacdo das células B em plasmécitos#7). A expresséo deste marcador no LHc
varia entre 4,9 e 66,6% (Tabela 2), exibindo também variagdo na proporcdo das
células HRS e na intensidade de marcacao, essa, frequentemente, mais fraca do que
na célula B reativa normal. Além disso, a expressao de CD20 é mais detectada no
LHcCM e LHCEN147-165),

Benharroch et al. (2015)47) utilizaram uma coorte com 192 casos e comparou
aqueles com LHc CD20+ (marcacéo forte e/ou homogénea em 20 a 70% das células
RS) e CD20- ou com marcacédo fraca (<20% das células tumorais). Neste estudo, a
expressao de CD20 nao foi um fator prognéstico para morte. Outros estudos como o
de Enblad et al. (1993)1%9), Molot et al. (1994)(15D, Vassallo et al. (2002)(16%), Fu et al.
(2008)(1%9) e Elsayed et al. (2014)(163), dentre outros (vide Tabela 2) também n&o
mostraram associacao entre a imunoexpressao de CD20 nas células neoplasicas e o
desfecho no LHc. Rassidakis et al. (2002)%%, em uma populacédo de 132 pacientes
com LHc CD20+, estratificaram a expressao do CD20 em 5%, 10%, 20%, 30% e 50%,

mas também nédo obtiveram diferenca estatistica na sobrevida livre de doenca para
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nenhum desses pontos de corte.

Outros autores, ao contrario, mostraram associagdo da expressdo de CD20
com um pior progndstico. Portlock et al. (2004)15"), em uma populacdo de 248
pacientes, compararam pacientes CD20 positivos e negativos, sendo 0s positivos
aqueles com expressao >50% das células tumorais. Estes autores concluiram que a
presenca de positividade para CD20 no LHc estava associada a pior sobrevida global
e pior tempo até falha do tratamento (TTF). Aldred et al. (2008)™58) encontraram pior
progndstico nos pacientes com 21 a 40 anos com células HRS positivas para CD20.
Giesta et al. (2009)16) e Mohammadi et al. (2018)1%® também encontraram um
prognostico desfavoravel associado ao CD20+.

A expressdo de CD20 teve associacdo com bom prognéstico no estudo de
Tzankov et al. (2003a)(%®, com 119 pacientes com LHc seguidos por 12 anos
utilizando um ponto de corte de 10% de positividade para o CD20. Segundo esses
autores, o imunofenétipo CD30+/CD15+/CD20+ esta associado com um desfecho
clinico favoravel. Demonstraram, também, que o CD20 é um fator prognéstico positivo
independente (p=0,035) e que a sobrevida livre de doenca foi mais alta nos pacientes
CD20+ (286 meses versus 202 meses; p=0,022). Canioni et al. (2009)162) observou
uma frequéncia menor de CD20+ nos casos refratarios ou com recidiva precoce. O
sumario dos dados da literatura sobre a imunoexpressdo do CD20 nas células

neoplasicos no LHc encontra-se na Tabela 2.
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Tabela2  Sumario dos dados da literatura sobre a imunoexpressao do CD20 no LHc.
- - Casos Casos CD20+ por Significado = ~
Referéncia Pais Critério de posmwdade para o CD20+/total subtipo histolégico progndstico dos Correlagdo .Ol.mas correl'agcl)c-_zs
CD20 nas células HRS e cutoffs CD20/EBV estatisticamente significantes
de casos (%) (%) casos CD20+
. (148) N EN: 37/59 (62,7) . . ] .
Schmid et al. (1991) Inglaterra <10%, 10-50%, >50% 50/75 (66,6) CM: 13/16 (81.2) Dado n&o disponivel Dado n&o disponivel Dado néo disponivel
1+ (<100 células/10CGA), 2+ (100- EN: 3/14 (21,4) CD20- e CD15+ associados a maior
Zukerberg et al. (1991)249 EUA 200 células/10CGA) e 3+ (>200 7/20 (35,0) CM: 3/5 (60,0) Dado n&o disponivel Dado n&o disponivel infiltrado inflamatério de
células/10CGA) INC: 1/1 (100,0) polimorfonucleares.
EN: 19/77 (24,7)
Enblad et al. (1993)(159 Suécia 220% 36/145 (24,8) CM: 15/54 (27,8) Ausente Dado n&o disponivel Ausente
DL: 2/14 (14,3)
Marcaco na maioria das células EN: 3/22 (13,6) CD20+ associado a linfonodomegalia
Molot et al. (1994)15D EUA ¢ 6/46 (13,0) CM: 1/15 (6,7) Ausente’ Dado n&o disponivel periférica, sexo masculino e
HRS X o - -
RL: 2/6 (33,3) apresentacéo infradiafragmatica.
EN: 5/55 (9,1)
Korkolopoulou et al. (1994)*64 Grécia <10%(negativo), 10-50% e >50% 12/94 (12,8) CM: 7/32 (21,9) Dado néo disponivel Dado néo disponivel Dado n&o disponivel
DL: 0/7 (0,0)
Isaacson et al. (1996)167 Inglaterra Dado néo disponivel 31/63 (49,2) Dado néo disponivel Dado néo disponivel Dado néo disponivel Dado néo disponivel
Von Wasielewski et al. (1997)%52) Alemanha Marcagao na mgg'a das celulas 63/1286 (4,9) Dado néo disponivel Ausente® Dado néo disponivel Ausente
Lauritzen et al. (1999)6® Dinamarca Dado né&o disponivel 11/50 (22,0) Dado né&o disponivel Ausente Ausente Ausente
EN: 6/20 (30,0)
Watanabe et al. (2000)*5 Japio <10%, 10-50%, 51-75% e >75% 18/51 (35,3) CM: 11/30 (36,7) Ausente Dado n&o disponivel Ausente
DL:1/1 (100,0)
e 00472 @2
Rassidakis et al. (2002)?5% L Marcacéo fraca a moderada e 132/598 (22,1) CM: 26/123 (21,1) Ausente Dado néo disponivel . . P
e Grécia d . Ossea tiveram menor frequéncia de
forte' DL: 0/3 (0,0)
CD20+
. EN: 5/61 (8,2)
(165) 0, -5009, 0,
Vassallo et al. (2002) Brasil <10%, 10-50%, >50% 7178 (9,0) CM: 2/15 (13,3) Ausente Ausente Ausente
EN: 41/145 (28,3)
. - CM: 35/83 (42,2) -
0, 0,
Tzankov et al. (2003a)(59 Suica, ltalia  >10% ou >50% em casos com 841253 (33,2) RL: 3/10 (30,0) Ausente Ausente CD20+ teve correlagdo inversa com
e Austria menos de 10 células tumorais . CD15+
DL: 1/5 (20,0)
INC: 4/10 (40,0)
EN: 11/70 (15,7)
(156) o CM: 9/29 (31,0) . .
Tzankov et al. (2003b) Austria >10% 24/119 (20,2) RL: 3/7 (42,8) Favoréavel Ausente CD20+ mais frequente em >45 anos
DL: 1/3 (33,3)
Positividade de CD20 em areas EN: 24/202 (11,9) Tempo para faléncia do tratamento e
Portlock et al. (2004)*57) EUA CD30+ 28/248 (11,3) CM: 3/40 (7,5) Desfavoravel Dado néo disponivel sobrevida global pior nos pacientes
Outros?: 1/6 (16,7) CD20+ tratados com ABVD
EN: 12/116 (10,3) )
Aldred et al. (2008)“%®) Brasil Qualquer porcentagem 33/238 (13,9) CM: 19/86 (22,1) Desfavoravel" Presente CD20+ mais frequente em >41 anos
. e menos frequente entre 21-40 anos.
INC: 2/36 (5,6)
Escore baseado na porcentagem
EN: 7/27 (25,9)
0, - 0, - 0, 0,
Fu et al. (2008)*5 China (<10%, 11-25%, 26-50% e >50%) 12/51 (23,5) CM: 5/19 (26,3) Ausente Dado n&o disponivel CD20+ mais frequente em >45 anos

e na intensidade (marcacéo fraca
a moderada e forte)!

DL: 0/5 (0,0)
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Tabela 2 (continuagdo)

Referéncia

Pais

Critério de positividade para o
CD20 nas células HRS e cutoffs

Casos
CD20+/total
de casos (%)

Casos CD20+ por
subtipo histolégico
(%)

Significado
progndstico dos
casos CD20+

Correlagéo
CD20/EBV

Outras correlagdes
estatisticamente significantes

Barakzai et al. (2009)¢9)
Giesta et al. (2009)16V

Canioni et al. (2009)(*62)

Elsayed et al. (2014)163)

Benharroch et al. (2015)®47
Mohammadi et al. (2018)169)

Paquistao
Brasil

Franga

Japéo

Israel

Ird

Dado néo disponivel

21 célula positiva
210% das células HRS positivas
em 200 células HRS selecionadas
aleatoriamente

>5%

Expresséo forte e/ou homogénea
entre 20 e 70%
>10%

18/91 (19,8)
37/97 (38,1)

19/59 (32,2)

74/389 (19,0)

14/192 (7,3)
13/62 (21,0)

EN: 8/40 (20,0)
CM:8/47 (17,0)
RL:2/4 (50,0)
Dado néo disponivel

Dado néo disponivel

EN: 25/171 (14,6)
CM: 45/190 (23,7)
RL: 1/6 (16,7)
DL: 3/22 (13,6)

Dado nao disponivel

Dado néo disponivel

Dado néo disponivel
Desfavoravel

Favoravel

Ausente

Ausente

Desfavoravel

Dado néo disponivel
Dado néo disponivel

Dado néo disponivel

Presente

Ausente

Dado néo disponivel

Dado néo disponivel

Dado néo disponivel

CD20+ menos frequente nos casos
refratarios ou com recidiva precoce

CD20+ mais frequente em pacientes
mais velhos

CD20+ mais frequente em >45 anos

Ausente

218/20 cortes de congelacéo e 32/55 cortes de parafina.

®Nos casos questionaveis foi realizada a contagem de pelo menos 40 células HRS por lamina e a positividade foi definida como 220% delas coradas pelo CD20.
°Na maioria dos casos, considerou-se pelo menos 100 células HRS como representativo para determinar a porcentagem de células CD20+.

dFraco a moderado (menos intenso que os linfécitos B do fundo) e forte (intensidade igual ou maior a dos linfécitos B do fundo).
¢Houve correlagao significativa com pior progndstico apenas nos pacientes com fenétipo CD30-/CD15-/CD20+.

fvalor de p néo fornecido.
9Subtipos néo fornecidos.

"Em pacientes entre 21 e 40 anos.

HRS (Hodgkin e Reed-Sternberg), CGA (campo de grande aumento), EM (esclerose nodular), CM (celularidade mista), RL (rico em linfécitos), DL (depleg&o linfocitaria), INC (inclassificavel).
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2.5. ESTADIAMENTO E TRATAMENTO

O tratamento do LH é baseado no estadiamento clinico da doenca através do
sistema de Ann Arbor modificado por Cotswolds(6%179) (Tabela 3) e pelo performance
status (Tabela 4). Os exames utilizados para o estadiamento incluem radiografia de
térax, tomografia computadorizada de torax, abdome e pelve e, finalmente, a
avaliacdo da medula 0ssea. Cintilografia, PET scan e a propria biopsia sdo exames
possiveis para estadiamento da medula 6ssea.

Segundo a OMS, mais de 60% dos pacientes com LHc possuem doenca
localizada (estadios | e Il). Aproximadamente 60% desses pacientes, a maioria deles
com o subtipo esclerose nodular, possuem envolvimento mediastinal. Envolvimento
esplénico ndo é incomum (20%), sendo mais prevalente no subtipo celularidade mista
e esta associado ao aumento do risco de disseminacéo extranodal. Envolvimento da
medula 6ssea é menos comum (5%) e indica disseminag¢do vascular da doenca

(estadio V)@, Estadios Ill e IV indicam pior prognéstico.

Tabela 3. Estadiamento clinico dos linfomas de Hodgkin e ndo Hodgkin

(Classificacdo de Ann Arbor modificada por Cotswolds)®69. 170)

Estadio Definicédo

| Acometimento de uma Unica cadeia linfonodal ou estrutura linfoide (bago, timo, anel
de Waldeyer).

Il Acometimento de duas ou mais cadeias linfonodais ho mesmo lado do diafragma
(o mediastino € um unico local; linfonodos hilares séo lateralizados); o nimero de
locais anatdmicos deve ser indicado por sufixo (ex.: 113).

1] Acometimento de cadeias linfonodais ou estruturas linfoides em ambos os lados do

diafragma.
n Andar superior do abdome (celiacos, portais, hilo esplénico)
12 Andar inferior do abdome (para-aorticos, iliacos, mesentéricos)
v Acometimento extranodal (figado, medula 6ssea) ndo decorrente de extenséo

direta de um sitio linfonodal conhecido. O baco ndo esta incluido, por ser
considerado uma estrutura linfoide.

Sufixos A: Sem sintomas B (IA, 1A, 1A, IVA)
B: Com sintomas B (IB, IIB, 11IB, IVB)
E: Acometimento de um Unico sitio extranodal, contiguo a uma cadeia linfonodal
conhecida.
S: Acometimento do baco.
X: Doenga volumosa (bulky) — presenca de grande massa mediastinal (>10 cm de
didmetro ou um terco do didmetro toracico).

Tabela 4. Performance status

Paciente assintomatico

Paciente sintomatico em ambulatério
Sintomatico até 50% do tempo acamado
Sintomatico mais de 50% do tempo acamado
Acamado o tempo todo

A WONPFO

Além disso, principalmente nos pacientes com doenca localizada (estadios | e

II), é importante subclassificar o paciente como “prognéstico favoravel” ou
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“prognéstico desfavoravel” segundo a European Organization for the Research and
Treatment of Cancer (EORTC), ja que esta classificacdo influencia diretamente a
escolha do tratamento®’d, Os pacientes que apresentam idade superior a 50 anos,
doenca mediastinal significativa, quatro ou mais cadeias linfonodais ou sitios
envolvidos, presenca de sintomas B com velocidade de hemossedimentagao (VHS)
maior que 30 ou VHS maior 50 (mesmo sem sintomas B), sdo considerados de
prognéstico desfavoravel.

Os pacientes séo tratados com quimioterapia (QT) e/ou radioterapia (RT). O
esquema quimioterapico classico é o ABVD (doxorrubicina, bleomicina, vimblastina e
dacarbazina). O transplante de medula éssea ndo € muito usado no tratamento do LH,
ficando como opcé&o para as recidivas(172-176),

Devido a sua importancia, o microambiente também tem se tornado um novo
alvo na terapia oncoldgica. Atualmente, os inibidores de PD-1 nivolumabe e
pembrolizumabe s&o aprovados para uso clinico pelo Food and Drug Administration
(FDA) no tratamento do LHc recidivante e refratario nos Estados Unidos. As taxas de
resposta variam entre 65 e 87%, enquanto resposta completa foi observada em
apenas 9 a 22% dos pacientes com LH. Ademais, a sobrevida livre de doenca teve
uma mediana de 11-15 meses"?),

Em ensaios clinicos, o anticorpo monoclonal anti-CD20 (rituximabe) para
deplecéo das células B inicialmente demonstrou resultados favoraveis(*’®. Porém, isto
nado foi confirmado em ensaios maiores179-181) QO rituximabe pode ser uma estratégia
terapéutica por eliminar diretamente as células HRS e também por atuar no
microambiente circundante. Como agente unico ele tem atividade nos casos de LHc
recidivados e pode ser utilizado em associacdo com o ABVD nos casos
avancados(8), Estudo recente observou que pacientes com células HRS CD20+
tratados com rituximabe associado a ABVD tiveram um aumento de 3 anos de
sobrevida livre de doencga(!8?),

O desenvolvimento de terapias modernas melhorou significativamente a
sobrevida dos pacientes com LH nas ultimas décadas. Entretanto, esta melhora veio
acompanhada de complicacdes a longo prazo como elevado risco de uma segunda
neoplasia priméariat83184) como cancer de mama(®), leucemia néo-linfocitica aguda,
linfomas n&o-Hodgkin, cancer de pulm&o, cancer de estdmago e melanoma8s),
Também sdo descritos aumento da incidéncia e mortalidade por doencgas

cardiovasculares e por infecgdes e sepse(187.188),
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3. JUSTIFICATIVA

O significado prognostico da expressdo de CD20 no LHc é controverso na
literatura(147.150-159,161-163,165,166,168)  As diferencas observadas nos estudos podem ser
relativas a critérios interpretativos da IHQ, a amostragem tecidual, as terapéuticas
empregadas nas casuisticas ou mesmo podem refletir particularidades geogréficas.

Com relag&o ao ponto de corte de positividade da imunoexpressao de CD20
nos casos com diagnédstico de LHc, muitos autores(8%-193) excluem-no na presenca de
mais de 20% de positividade forte e homogénea do CD20, favorecendo, por exemplo,
outros diagndsticos como LHPLN, linfoma de grandes células B rico em linfocitos
T/histocitos, linfoma difuso de grandes células B, linfoma de grandes células B
primario mediastinal e linfomas da zona cinzenta. Outros autores*4”) acreditam que a
auséncia de expressao ou expressao fraca de CD20 nas células HRS pode ser devido
a variacdo de fixacdo de laboratorio para laboratério, gerando, portanto, resultados
inconsistentes.

Apesar de controverso, os estudos apontam evidéncias que a imunoexpressao
de CD20 poderia afetar o desfecho clinico. O melhor entendimento da
imunoexpressado do CD20 nas células neoplasicas com o reconhecimento de pontos
de corte de percentual de expressao e sua relacdo com o microambiente tumoral,
variaveis socioecondmicas, clinica, terapia, desfecho e fatores etioldégicos auxilia no
entendimento da fisiopatologia do LHc e consequentemente vislumbra aprimoramento
das estratégias de abordagem dos pacientes.

Ademais, muitos estudos tém focado no impacto das células ndo-neoplasicas
na fisiopatologia do LHc, especialmente através da expresséo imunoistoquimica das
células do microambiente com o objetivo de identificar potenciais marcadores
progndsticos e alvos terapéuticos. Necessita-se de uma compreensao mais precisa
dos mecanismos de escape imunoldgico nos pacientes com LHc e isto requer uma
caracterizacdo mais detalhada das populagdes celulares no microambiente tumoral.
Esta abordagem tem implicacdes cientificas e translacionais importantes podendo
permitir investigacdes moleculares futuras nos pacientes com LHc no que diz respeito
a esta complexa rede de células inflamatérias do microambiente deste tumor,
favorecendo a implementacéo de terapias personalizadas.

Nosso estudo, portanto, se justifica no cenario da literatura médica

especializada por estudar o papel da IHQ para CD20 no diagndstico e no prognéstico
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do LHc, alcan¢cando, também, suas interfaces com o microambiente tumoral, cada vez
mais estudado em oncopatologia. A pesquisa aqui desenvolvida propde-se a avaliar
0 assunto com metodologia bastante proxima a realidade do patologista e fazendo
interface com a investigacao do microambiente, conferindo certo ineditismo a proposta
gue foi trabalhada na modalidade de doutorado.
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OBJETIVOS
4.1. OBJETIVOS GERAIS

Caracterizar o LHc quanto ao padrdao de imunoexpressdo para CD20 nas
células diagndsticas e estabelecer o seu significado clinico-patolégico.

Caracterizar, por métodos morfolégicos e imunofenotipicos, 0 microambiente
tumoral em amostras de LHc descrevendo a topobiologia de macrofagos,

plasmacitos, linfocitos B, linfocitos T, células NK e eosindfilos.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar a frequéncia de LHc CD20+ e sua associacdo com dados
morfoloégicos, imunofenotipicos e clinico-evolutivos.

Identificar a distribuicAo da imunomarcacdo de CD20 entre os subtipos
histoldgicos de LHc.

Analisar as associagfes entre a deteccao da infeccdo pelo EBV e variaveis
geograficas, clinico-evolutivas, morfolégicas e imunofenotipicas, incluindo a
imunoexpressao positiva para CD20.

Caracterizar os elementos celulares do microambiente do LHc e suas
associacfes com as células diagnoéstica e os desfechos clinicos.

Analisar a imunoexpressao de PD-1 em amostras de LHc.
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RESUMO

Introducdo: A imunoexpressdao do antigeno CD20 no linfoma de Hodgkin (LH) é
variavel e alguns estudos sugerem que ela pode representar uma interseccao entre a
fisiopatologia do LH e o prognéstico clinico dos pacientes. Além disso, as
investigagbes sobre o seu microambiente tém tido especial destague nas
investigacdes cientificas da hematopatologia, vislumbrando aplicacdes terapéuticas.
Objetivo: Investigar a imunoexpressao de CD20 e de marcadores do microambiente
tumoral no LHc, visando analisar as interfaces entre esses parametros e 0s aspectos
clinico-morfolégicos de interesse da onco-hematopatologia.

Métodos: Estudo retrospectivo com 184 pacientes com diagnostico
anatomopatologico de LHc. Dados clinicos foram revisados a partir dos prontuarios
médicos. Estudo morfolégico e imunofenotipico com CD20, CD30, CD15, PAX-5,
CD3, CD4, CD8, CD21, CD68, CD34, CD56, CD138, PD-1 e pesquisa de EBV por
IHQ (LMP-1) e hibridizacdo in situ cromogénica (CISH) foram realizados. Os dados
foram tabulados e valor de p foi considerado significante quando menor que 0,05.
Resultados: O fen6tipo CD20-positivo foi encontrado em 45 (25,9%) do total de 174
pacientes com material disponivel. Pacientes CD20-positivos nas células neoplasicas
tendem a se curar antes, particularmente aqueles com menos de 10,5 células/CGA
(p=0,037). A morfologia, a chance de um caso ser CD20-positivo € maior quando se
tem granuloma (p=0,034, IC 95% 1,166-50,301). Em relacdo ao microambiente, o
tempo até a cura foi menor nos pacientes CD20-positivos, sobretudo naqueles com
mais de 25% de extensao de positividade (p=0,0183). O tempo até a cura (p=0,0309)
e a taxa de 6bitos (p=0,016) foram menores nos pacientes PD-1 negativos. Dentre 0s
pacientes com presenga de plasmaocitos no microambiente, aqueles com menor
namero tendem a se curar antes (p=0,0374). Maior densidade vascular esta associada
a menor frequéncia de sintomas B (p=0,036) e a presenca de recidiva da doenca
(p=0,004).

Conclusdes: H& uma associacdo direta da positividade para CD20 nas células
neoplasicas e no micromabiente do LHc a uma melhor evolugao clinica. H4 também
melhor progndstico naqueles pacientes com auséncia de imunoexpressao de PD-1,
menor numero de plasmocitos e menor densidade vascular. O microambiente €,
certamente, cenario para estudos cada vez mais robustos sendo que os achados

desse trabalho destacam os linfocitos B ndo neoplasicos, os plasmacitos, os linfocitos
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expressores de PD-1 e a densidade vascular, estdo relacionados a marcadores de
agressividade.

Palavras-chaves: Doenca de Hodgkin, imunoistoquimica, antigeno CD20,

microambiente tumoral, hibridizacéo in situ, desfecho clinico.
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ABSTRACT

Introduction: The CD20 immunoexpression in classical Hodgkin lymphoma is variable
and it may represent an intersection between the pathophysiology of LH and the clinical
prognosis of patients. In addition, investigations into its microenvironment have been
given special importance in the hematopathology scientific investigations, for the
purpose of therapeutic applications.

Objective: To investigate the CD20 immunoexpression and the tumor
microenvironment markers in LHc, in order to analyze the interfaces between these
parameters and the clinical-morphological aspects of interest in onco-
hematopathology.

Methods: Retrospective study with 184 patients with pathological diagnosis of cHL.
Clinical data were reviewed from medical records. Morphological and
immunophenotypic study with CD20, CD30, CD15, PAX-5, CD3, CD4, CD8, CD21,
CD68, CD34, CD56, CD138 and PD-1 were performed. EBV infection was tested by
IHC (LMP-1) and in situ chromogenic hybridization (CISH). The data were tabulated
and the p value less than 0.05 was considered significant.

Results: The CD20-positive phenotype was found in 45 (25,9%) of the total of 174
patients with available material. Patients with CD20 positivity on neoplastic cells tend
to heal earlier, particularly those with less than 10.5 cellsICGA (p=0.037).0On
morphology, there was a greater chance of having CD20 positivity when there was
granuloma (p=0.034, 95% CI 1.166-50.301). Regarding the microenvironment, the
time to cure was shorter in CD20-positive patients, especially in those with more than
25% of positivity (p=0.0183). The time to cure (p=0.0309) and the death rate (p=0.016)
were shorter in PD-1 negative patients. Among patients with the presence of plasma
cells in the microenvironment, those with fewer numbers tend to heal earlier
(p=0.0374). Higher vascular density is associated with lower frequency of B symptoms
(p=0.036) and presence of disease recurrence (p=0.004).

Conclusions: There is a direct association of CD20 positivity in neoplastic cells and
in microenvironment with a better clinical outcome. There is also a better prognosis in
those patients with absence of PD-1 immunoexpression, fewer plasma cells and less

vascular density. The microenvironment is certainly the setting for increasingly robust
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studies and the findings of this work highlight non-neoplastic B lymphocytes, plasma

cells, PD-1 lymphocytes and vascular density, related to aggressive behavior.

Keywords: Hodgkin disease; immunohistochemmistry; antigens, CD20; tumor

microenvironment; in situ hybridization; patient outcome assessment.
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INTRODUCAO

Linfoma de Hodgkin (LH) é neoplasia linfoide maligna originada em linfocitos B
do centro germinativo®) e que se caracteriza por células neoplasicas denominadas
células de Hodgkin-Reed-Sternberg (HRS) dispostas em exuberante fundo
inflamatorio. LH classico (LHc) corresponde & 90% dos LH e apresenta os subtipos
esclerose nodular (EN), celularidade mista (CM), rico em linfécitos (RL) e deplecéo
linfocitaria (DL)®@. O diagndstico imunofenotipico do LH é definido pela positividade
principalmente para CD30, além das imunomarcacgdes para CD15 e PAX-5.

A positividade de CD20 no LHc é relatada na literatura com percentuais que
variam de 4,9 e 66,6%C2%, Embora controversa, tanto quanto a presenga como a
extensdo da imunocoloracédo, essa positividade pode representar uma interseccao
entre a fisiopatologia do LH e o prognéstico clinico dos pacientes.

Considerando o fundo inflamatorio exuberante do LH, nas ultimas décadas, as
investigacbes sobre o seu microambiente tém tido especial destaque nas
investigacdes cientificas da hematopatologia, vislumbrando aplicacGes terapéuticas
(25)_

O presente estudo investigou a imunoexpressao de CD20 e de marcadores do
microambiente tumoral no LHc, visando analisar as interfaces entre esses parametros

e 0s aspectos clinico-morfoldgicos de interesse da onco-hematopatologia.

CASUISTICA E METODOS

Casuistica e delineamento do estudo

Estudo analitico descrivo com 184 pacientes com diagndstico
anatomopatologico de LHc de trés instituicdes medicas brasileiras: Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-FMB UNESP), Hospital
Luxemburgo (HL-Belo Horizonte/Minas Gerais) e Hospital Sdo Luiz/D’Or (HSL-S&o
Paulo/S&o Paulo). Foram estudados os pacientes com LHc diagnosticados entre
janeiro de 1998 até dezembro de 2017 no FMB UNESP, de janeiro de 2008 a
dezembro de 2017 do HL e de 2018 a 2019 no HSL. Os pacientes incluidos no estudo
foram selecionados a partir dos laudos anatomopatolégicos e tinham blocos de
parafina disponiveis para reavaliacdo, com condi¢cdes de uso, sem que a amostra

fosse comprometida. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
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FMB-UNESP (numero do parecer 2.931.940), também com as devidas anuéncias das
outras Instituicdes. Os 184 pacientes estavam assim subdivididos: 70 do Hospital das
Clinicas-FMB UNESP, 75 do Hospital Luxemburgo e 39 do Hospital Sdo Luiz/D’Or.

Revisédo clinica

Os aspectos demograficos e clinicos foram coletados do prontuario dos
pacientes, sejam fisicos ou eletrénicos, sendo constituidos por: idade ao diagndstico,
sexo e etnia, presenca de sintomas B, localizacdo da cadeia linfonodal acometida ao
diagnostico, envolvimento extranodal, estadiamento Ann Arbor, tratamento com ABVD
(doxorrubicina, bleomicina, vimblastina e dacarbazina) e/ou radioterapia e/ou
transplante de medula 6ssea, e dados laboratoriais como desidrogenase lactica (LDH)
e velocidade de hemossedimentacdo (VHS) da primeira consulta do paciente.
Envolvimento ou ndo da medula 6ssea, resposta ao tratamento (completa ou doenca
progressiva), recidiva e desfecho clinico foram coletados nas consultas posteriores.
Considerou-se como desfecho desfavoravel aqueles pacientes com doenca

progressiva, recidiva ou obito pela doencga no ultimo registro médico.

Avaliacdo morfoldgica e imunoistoquimica

As amostras teciduais do momento do diagnéstico dos pacientes com LHc
selecionados, sejam excisionais ou incisionais, foram reavaliadas pelos patologistas
do estudo, na sua coloracdo de Hematoxilina & Eosina (H&E). A avaliacéo histologica
incluiu classificacdo quanto ao subtipo histolégico e analises da presenca de padrédo
nodular, manutencdo da arquitetura linfonodal, esclerose, espessamento de capsula,
granuloma, eosinofilia, plasmocitose, macréfagos de corpos tingiveis, reatividade
endotelial, células de HRS e suas variantes (células mumificadas e células lacunares).
As células de Reed-Sternberg foram quantificadas em sequéncias de 10 campos de
grande aumento (CGA).

O estudo imunoistoquimico foi realizado utilizando o sistema de deteccéo de
polimeros, em sistema automatizado, com a revelagdo pelo cromogeno
diaminobenzidina e contra-coloracdo com hematoxilina. Os marcadores utilizados
foram: CD20 (L26, pronto para uso, Dako), CD30 (Ber-H2, pronto para uso, Dako),
CD15 (Carb-3, pronto para uso, Dako), PAX-5 (SP34, pronto para uso, Ventana), CD3
(policlonal, pronto para uso, Dako), CD4 (SP35, pronto para uso, Ventana), CD8
(SP57, pronto para uso, Ventana), CD21 (EP3093, pronto para uso, Ventana), CD68
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(KP1, pronto para uso, Dako), CD34 (QBEnd/10, pronto para uso, Dako), CD56
(123C3, pronto para uso, Dako), CD138 (MI15/Sindecan, pronto para uso, Dako), PD-
1 (NAT-105/CD279, pronto para uso, Ventana) e LMP-1/EBV (LMP1, pronto para uso,
Dako). A pesquisa de Epstein-Barr virus (EBV), além do recurso da imunoistoquimica
pelo LMP-1/EBV, também foi realizada através de hibridizacdo in situ cromogénica
(CISH).

A imunoexpressdo do CD30 e do CD20 foram avaliadas em cortes totais dos
blocos originais. Os demais marcadores foram avaliados em blocos de tissue
microaarrays (TMA), confeccionados a partir de setores representativos e
selecionados das amostras totais.

Em relacdo ao CD20, foram realizadas as seguintes avaliacfes: qualitativa
guanto a positividade ou negatividade, contagem das células neoplasicas positivas
para CD20 no hotspot, contagem de células neoplasicas positivas para CD20 em 10
campos de grande aumento (10/CGA), sendo considerada positiva a presenca de pelo
menos uma célula neoplasica apresentando imunoexpressao do CD20. Avaliacdo de
intensidade néo foi realizada, visto que se observou que a marcacao deste anticorpo
foi fraca, irregular e heterogénea em todos os LHc desta casuistica. Além disso,
avaliou-se a positividade para CD20 nos linfécitos B do microambiente tumoral, sob
graduacdo relativa a extensdo variando de 1+ até 4+. Positividades até 24,9% foram
definidas como 1+, positividades entre 25% e 49,9% foram definidas como 2+,
positividades entre 50% e 74,9% foram definidas como 3+ e positividades acima de
75% foram definidas como 4+.

O CD30 foi avaliado quanto a sua positividade e quanto a presenca do
caracteristico padrdao dot. Os marcadores CD15, PAX-5, LMP-1 e EBER foram
avaliados quanto a positividade e negatividade. CD3, CD4, CDS8, PD-1, CD56, CD21,
CD138 e CD68 foram graduados em cruzes em relacdo a extensédo da coloracgéao,
similar a descri¢ao para a analise do CD20 no microambiente.

Os vasos sanguineos foram avaliados pela imunocoloracdo para CD34 nas
células endoteliais, permitindo a determinacdo da densidade vascular, ou seja,

contagem dos vasos sanguineos em CGA.

Analise estatistica
Todas as analises foram elaboradas usando-se o programa estatistico SPSS

para Windows, versao 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA), exceto as curvas de
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sobrevida que foram realizadas no software estatistico R. Realizou-se analise
descritiva dos dados morfologicos, imunoistoquimicos e clinicos, seguida por testes
de Qui-Quadrado e Exato de Fisher para a comparacdo entre proporcoes. As
concordancias entre o teste imunoistoquimico e molecular, para os marcadores LMP-
1 e EBER, foram avaliadas com os calculos de sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo, além de acurécia e coeficiente Kappa,
apresentados com 0s seus respectivos intervalos de 95% de confianca. A forca da
concordancia determinada pelo coeficiente Kappa foi assim analisada: pobre (<0,20),
leve (0,21 a 0,40), moderada (0,41 a 0,60), substancial (0,61 a 0,80), quase perfeita
(0,81 a 1,00). O coeficiente de correlacao de Pearson (r) foi utilizado na avaliagéo do
grau de correlacdo entre as células neoplasicas CD20-positivas e os elementos do
microambiente, considerando-se r=1,0 (correlacéo perfeita), 0,8-1,0 (correlacdo muito
alta), 0,6-0,8 (correlacdo alta), 0,4-0,6 (correlagdo moderada), 0,2-0,4 (correlacdo
baixa), 0-0,2 (correlacdo muito baixa) e r=0 (correlacdo nula). O método de Kaplan-
Meier foi utilizado para estimar sobrevida dos pacientes e o teste de log-rank utilizado
na comparacao de curvas de sobrevida entre os grupos. O nivel de significancia (valor
de p) testado foi de 0,05.

RESULTADOS

Dos 184 pacientes, 107 (58,2%) foram homens e 77 (41,8%) foram mulheres
com mediana de idade de 30,3 anos (variacdo: 13-79 anos). A localizac&o cervical foi
a mais comum ao diagnéstico (n=88;49,2%), seguida de linfonodos supraclaviculares
(n=30; 16,3%) e axilares (n=20; 11,2%). Os subtipos histolégicos foram: 72,7%
(n=133) esclerose nodular, 15,3% (n=28) celularidade mista, 1,6% (n=3) rico em
linfécitos, 1,6% (n=3) deplecao linfocitaria e 8,7% (n= 16) inclassificavel. Sessenta e
sete por cento dos pacientes (n=76) apresentava sintomas B, 14,3% (n=16) tiveram
doenca bulky e 41,2% (n=47) apresentaram comprometimento extranodal (medula
0ssea, baco, figado, canal medular, pulméo, intestino delgado, osso, mama, parede
abdominal ou pele). A infiltracdo de medula 6ssea estava presente em 19,9% (n=29)
dos pacientes analisados. As caracteristicas demogréficas, clinicas e histologicas de
todos os pacientes com LHc encontram-se na Tabela Suplementar 1 (Tabela S1).

A maioria dos pacientes apresentava estadio Ill e IV (n=61; 54,5%), ao
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diagnostico. A primeira linha de tratamento foi ABVD em 92,7% (n=102) e 57 (51,8%)
pacientes também receberam radioterapia e 8 pacientes transplante de medula 6ssea
(7,3%). Desfecho desfavoravel (doenca progressiva ou recidiva ou Obito) foi
detectado, ao final do segmento, em 33/101 (32,7%) dos casos.

Com relagdo a avaliacao histolégica, a mediana da contagem de células RS foi
de 2,0 células/10CGA (0,0-22,0). O valor mediano, ainda que baixo, mostra a
importancia desse achado classico com relacdo a evolugcdo dos pacientes. As
associacfes entre as amostras com células RS superior a mediana e desfecho
desfavoravel (p=0,001) e doenca progressiva (p=0,07) tiveram destaque nas analises
estatisticas.

A Tabela 1 sumariza as caracteristicas clinicas e subtipos histolégicos dos
pacientes CD20-negativos e CD20-positivos. O fendtipo CD20-positivo foi encontrado
em 45 (25,9%) e o CD20-negativo em 129 (74,1%) do total de 174 pacientes com
material disponivel. A tabela suplementar 2 (Tabela S2) mostra as caracteristicas
gerais desses pacientes. Entre os pacientes que tiveram células neoplasicas com
positividade para CD20, 81,8% (n=18) tiveram resposta completa, 18,2% (n=4)
doenca progressiva, recidiva ocorreu em 1 paciente (4,5%) e 6bito pela doenca em 3
pacientes (12%) do total de casos com dados evolutivos disponiveis. As diferencas de
desfecho observadas entre os pacientes com células neoplasicas positivas para CD20
e aqueles com células neoplasicas negativas para CD20 ndo foram estatisticamente
significantes (22,7% e 37,3%, p=0,155, respectivamente), conforme a Tabela 1.
Situacdo similiar foi observada em relacdo a sobrevida global e sobrevida livre de
doenca entre os pacientes CD20-positivos e negativos. Até por volta de 50 meses, 0s
pacientes CD20-positivos tendem a se curar antes. Além disso, estes pacientes
tendem a ter menos 6bitos do que os pacientes CD20-negativos, mas por volta de 160
meses a porcentagem de 6bitos se iguala. Entretanto, essas diferencas do tempo de
cura e de morte entre os dois grupos nao foram estatisticamente significativas
(p=0,2722 e p=0.3601) (Figura Suplementar 1).



Tabela 1. Caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes com linfoma de Hodgkin classico CD20-

positivos e CD20-negativos.

CD20- CD20+ Valor de p'

Sexo (n=174)

Masculino 771129 (59,7%) 24/45 (53,3%) 0,284

Feminino 52/129 (40,3%) 21/45 (46,7%)
Idade (n=170) 30,5 (13-79,4) 28,6 (15-73,2) 0,613*
Localizacdo ao diagnéstico (n=171)

Cervical 55/128 (43%) 29/43(67,4%)

Supraclavicular 23/128 (18,0%) 4/43 (9,3%)

Axilar 16/128 (12,5%) 4/43 (9,3%)

Inguinal 9/128 (7,0%) 2143 (4,7%)

Mediastinal 16/128 (12,5%) 3/43 (7,0%)

Mediastinal (bulky) 7/128 (5,5%) 1/43 (2,3%)

Retroperitoneal 1/128 (0,8%) 0/43 (0,0%)

Canal medular 1/128 (0,8%) 0/43 (0,0%)
Doenca bulky (n=108) 13/83 (15,7%) 2/25 (8,0%) 0,271
Acometimento extranodal (n=110)° 35/83 (42,2%) 10/27 (37,0%) 0,406
Acometimento de medula éssea (n=141) 21/105 (20,0%) 5/36 (13,9%) 0,292
Sintomas B (n=109) 57/84 (67,9%) 16/25 (64,0%) 0,447
Estadiamento Ann Arbour (n=108)

-1 35/83 (42,2%) 14/25 (56,0%) 0,273

n-1v 48/83 (57,8%) 11/25 (44,0%)
HIV (n=110) 3/85 (3,5%) 1/25 (4,0%) 0,649
Tratamento 12 linha (n=106)

Sem tratamento 3/82 (3,7%) 0/24 (0,0%)

ABVD 74/82 (90,2%) 24/24(100%)

Né&o ABVD* 5/82 (6,1%) 0/24 (0,0%)
Radioterapia (n=106) 43/82 (52,4%) 11/24 (45,8%) 0,368
Transplante de medula éssea (n=106) 8/82 (9,8%) 0/24 (0,0%) 0,118
Desfecho desfavoravel (n=97)* 28/75 (37,3%) 5/22 (22,7%) 0,155
Subtipo histolégico (n=174)

Esclerose nodular 93 (72,1%) 34 (75,6%)

Celularidade mista 22 (17,1%) 5 (11,1%) 0.042

Rico em linfécitos 2 (1,6%) 1(2,2%) ’

Deplegao linfocitaria 2 (1,6%) 0 (0,0%)

Inclassificavel 10 (7,8%) 5 (11,1%)

TTeste qui-quadrado/Teste exato de Fisher (valor de p<0,05).

* Teste Mann-Whitney

©Medula éssea, baco, figado, canal medular, pulmao, intestino delgado, osso, mama, parede abdominal e pele.
*BEACOOP (bleomicina, etoposideo, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, procarbazina e prednisona), DHAP
(dexametasona, cisplatina e citarabina), ICE (ifosfamida, carboplatina e etoposide) e GDP (gencitabina,
dexametasona e cisplatina).

*Doenga progressiva, recidiva e 6bito.

ABVD (doxorrubicina, bleomicina, vimblastina e dacarbazina)

Com relagdo a imunomarcacdo para CD20, procedemos a avaliacdo de trés
formas, duas delas em relacdo as células neoplasicas e uma delas relacionada ao
microambiente da neoplasia, conforme Figura Suplementar 2 (Figura S2).

A avaliacdo das células neoplasicas conforme a marcacdo para CD20 foi
realizada de duas formas: no seu hotspot e numa sequéncia de 10CGA. A mediana
de células neoplasicas positivas para CD20 em 10CGA foi 10,5 (variagao: 1-57). A
distribuicdo do tempo de cura ndo é a mesma entre 0s pacientes com numero inferior
e superior a mediana (p=0,0037) (Figura 1A). Pacientes CD20-positivos tendem a se
curar antes, particularmente aqueles com menos de 10,5 células/10CGA. Nao houve
diferenca estatistica em relagdo a sobrevida até o Obito entre os pacientes CD20-
positivos e CD20-negativos (p=0,231) (Figura 1B).
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Figura 1. A, Estimador de Kaplan-Meier do tempo até a cura pela variavel Contagem de células neoplasicas CD20 positivas em
10 campos de grande aumento (p=0,0037). B, Estimador de Kaplan-Meier do tempo até o 6bito pela variavel Contagem de
células neoplasicas CD20 positivas em 10 campos de grande aumento (p=0,231).

Com relagdo ao CD20 contado no hotspot, pacientes CD20-positivos
apresentaram melhor sobrevida global e livre de doenca em relacdo aos pacientes
CD20-negativos, porém, ndo houve significancia estatistica entre eles (p=0,2539 e
p=0,0903, respectivamente) (Figura Suplementar 3).

Acerca do microambiente, 3 pacientes (1,6%) foram negativos para o CD20 nos
linfécitos do fundo inflamatério e 171 (98,4) tiveram CD20 positivo dentre os pacientes

com material disponivel. Conforme mostrado na Figura 2, o tempo até a cura foi menor
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nos casos CD20-positivos em relacdo aos negativos e, dentre 0S casos positivos,
pacientes com mais de 25% de células positivas apresentam uma taxa de cura mais
rapida do que os pacientes com menos de 25% de expressédo (p=0,0183). O mesmo
nao foi observado em relagéo ao tempo até o 6bito (p=0,5281). Além disso, pacientes
positivos para CD20 no microambiente tenderam a ter menor frequéncia de
envolvimento extranodal (59,09%, p=0,057), maior frequéncia de desidrogenase
lactica maior que 475,5 (50,96%, p=0,062) e menos de 6 células RS/10CGA (54,02%,
p=0,06).
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Figura 2. A, Estimador de Kaplan-Meier do tempo até a cura pela variavel CD20 nos linfécitos do microambiente (p=0,0183). B,
Estimador de Kaplan-Meier do tempo o 6bito pela variavel CD20 nos linfécitos do microambiente (p=0,5281).
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A Tabela 2 apresenta as associagcdes entre as caracteristicas morfologicas e
imunofenotipicas e os grupos definidos pela positividade para CD20, evidenciando
gue as diferencas nao foram estatisticamente significativas. Contudo, salienta-se que,
em avaliacdo por regressao logistica binaria, observou-se que a chance de um caso
ser CD20-positivo é maior quando se tem granuloma a morfologia (p=0,034, Razéo
de chances=7,657, IC 95% 1,166-50,301). As demais caracteristicas clinicas e

patolégicas ndo foram estatisticamente significativas por essa metodologia estatistica.

Tabela 2. Caracteristicas morfolégicas e imunofenotipicas entre os grupos CD20-positivos e CD20-negativos.

CD20- CD20+ Total Valor de pf
Morfologia
Manutencéo da arquitetura linfonodal 16 (16,2%) 3(8,8%) 19 (14,3%) 0,225
Padrao nodular 57 (54,8%) 21 (61,8%) 78 (56,5%) 0,306
Esclerose 75 (72,1%) 27 (79,4%) 102 (73,9%) 0,273
Espessamento capsular 71 (68,3%) 22 (64,7%) 93 (67,4%) 0,426
Granuloma 11 (10,4%) 7 (20,6%) 18 (12,9%) 0,108
Eosinofilia 83 (78,3%) 24 (70,6%) 107 (76,4%) 0,242
Plasmocitose 60 (56,6%) 20 (58,8%) 80 (57,1%) 0,491
Macrofagos de corpos tingiveis 29 (27,4%) 13 (38,2%) 42 (30,0%) 0,161
Reatividade endotelial 76 (71,7%) 26 (76,5%) 102 (72,9%) 0,380
Ectasia vascular 22 (24,2%) 8 (23,5%) 30 (24,0%) 0,571
Células neoplasicas (IHQ e CISH)
CD30 padréo em dot 80 (75,5%) 28 (82,4%) 108 (77,1%) 0,281
CD15 50 (47,2%) 18 (52,9%) 68 (48,6%) 0,349
PAX5 70 (71,4%) 27 (79,4%) 97 (73,5%) 0,251
LMP1 28 (28,0%) 7 (20,6%) 35 (26,1%) 0,270
EBER 20 (21,1%) 6 (17,6%) 26 (20,2%) 0,440

TTeste qui-quadrado/Teste exato de Fisher (valor de p<0,05).

Com relacdo aos demais marcadores do microambiente tumoral analisados,
observou-se, por meio do teste de Pearson, que ha correlacdo moderada entre o
namero de células neoplasicas CD20-positivas e o nimero de células CD3-positivas
(r=0,43, p<0,001) e CD21-positivas (r=0,537, p<0,001), e correlacdo baixa em relagao
as células CD4, CD8 e PD1-positivas (r=0,243, p=0,004; r=0,222, p=0,007; e r=0,280,

p=0,001, respectivamente). Estes dados encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Correlacdo entre o numero de células neoplésicas CD20+ e os elementos do microambiente.

Coeficiente de Pearson (r)* Valor de pf
CD3 0,430 <0,001
CD4 0,243 0,004
CD8 0,222 0,007
PD1 0,280 0,001
CD138 0,106 0,193
CD56 0,109 0,179
Cbh21 0,537 <0,001
CD34 0,095 0,248
CD68 0,025 0,754

*r=1,0 (correlagéo perfeita), 0,8-1,0 (correlagdo muito alta), 0,6-0,8 (correlagdo alta), 0,4-0,6 (correlagdo
moderada), 0,2-0,4 (correlagdo baixa), 0-0,2 (correlagdo muito baixa) e r=0 (correlag&o nula).
O valor de significancia foi de 5% (p<0,05).
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Pelo teste de Mann-Whitney, observou-se que as diferencas entre as
extensdes de coloracdo de determinados marcadores eram estatisticamente
significativas com relacdo a alguns marcadores clinico-evolutivos. Isso foi verificado
com relacao aos: linfécitos B e desfecho desfavoravel (p=0,045), plasmocitos CD138-
positivos e doenca progressiva (p=0,047), plasmécitos CD138-positivos e ectasia
vascular (p=0,026), células PD1-positivas e resposta completa ao tratamento
(p=0,021), células PD1-positivas e Obito (p=0,015). Demais fatores ndo tiveram
associacdes significativas.

De 154 pacientes com material disponivel, 143 (92,9%) apresentaram PD-1
negativo e 11 (7,1%) PD-1 positivo, todos estes exibindo apenas 1+ (£24,9%). A
distribuicdo do tempo de cura e de Obito entre esses dois grupos foi diferente
(p=0,0309 e p=0,0016, respectivamente), evidenciando melhor sobrevida nos
pacientes sem imunoexpresséo para o PD-1 (Figura 3).
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Figura 3. A, Estimador de Kaplan-Meier do tempo até a cura pela variavel PD-1 (p=0,0309). B, Estimador de Kaplan-Meier do
tempo o ébito pela variavel PD-1(p=0,0016).

De 157 pacientes, 70 (44,6%) foram negativos para CD138, 78 (49,7%)
pacientes exibiram 1+ e 9 (5,7%) apresentaram 2+ para este marcador. Os pacientes
com menor numero de plasmécitos (1+) tendem a se curar antes dos pacientes com
2+ ou negativos (p=0,0374) (Figura 4). O mesmo nao se observa em relacdo ao tempo
de 6bito (p=0,2224). A frequéncia de sintomas B foi maior nos pacientes CD138
positivos (65,7%, p=0,046).
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Figura 4. A, Estimador de Kaplan-Meier do tempo até a cura pela variavel CD138 (p=0,0374). B,
Estimador de Kaplan-Meier do tempo o 6bito pela variavel CD138 (p=0,2224).

A frequéncia de distribuicdo do CD4 foi a seguinte: 29 (20,3%) pacientes
apresentaram 1+, 49 (34,3%) 2+, 46 (32,2%) 3+ e 19 (13,3%) 4+ de um total de 143
pacientes com material disponivel. Para o CD8 a frequéncia foi: 55 pacientes (36,2%)
com 1+, 47 (30,9%) com 2+, 37 (24,3%) com 3+ e 13 (8,6%) com 4+ de um total de
152 pacientes. Para estes dois marcadores observou-se que, até 50 meses, pacientes
com maior niumero de linfécitos CD4-positivos tiveram melhor sobrevida (p=0,015),
enquanto para o CD8, pacientes com 4+ tiveram uma sobrevida melhor do que
pacientes com 3+ de imunoexpressao (p=0,0385) (Figura Suplementar 4).

Em relacdo ao CD68, do total de 157 pacientes, 15 (9,6%) foram negativos para
este marcador, 85 (54,1%) tiveram 1+, 39 (24,8%) exibiram 2+, 15 (9,6%) 3+ e 3
(1,9%) 4+. Pacientes com maior expressdo de CD68 (>50%) tiveram uma menor
sobrevida (p=0,0288), conforme Figura Suplementar 5.

A mediana do numero de vasos pela avaliagdo do CD34 foi de 8,0 vasos/CGA
(1,0-43,0). Amostras com valores acima de 8,0 vasos/CGA estéo relacionadas com
recidiva da doenca (p=0,090, teste de Mann-Whitney). Maior densidade vascular
também se mostrou associada pelo teste qui-quadrado/teste exato de Fisher a menor
frequéncia de sintomas B (p=0,036) e a presenca de recidiva (p=0,004) (Tabela 4,
Figura Suplementar 6).
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Tabela 4. Caracteristicas clinicas em relagcdo a densidade vascular*.
Densidade vascular

< 8 vasos/CGA > 8 vasos/CGA Valor de p
Sintomas B 42 (63,6%) 24 (36,4%) 0,036
Recidiva 1 (11,1%) 8 (88,9%) 0,004
Doenca bulky 11 (68,75%) 5 (31,25%) 0,41
Acometimento extranodal 21 (53,85%) 18 (46,15%) 0,837
Acometimento de medula 6ssea 12 (57,1%) 9 (42,9%) 1,000
Ann Arbor Ill e IV 29 (54,7%) 24 (45,3%) 0,839
Desfecho desfavoravel® 15 (50,0%) 15 (50,0%) 0,369

*Mediana da densidade vascular.
TTeste qui-quadrado/Teste exato de Fisher (valor de p<0,05).
*Doenca progressiva, recidiva e o6bito.

A associacdo entre as amostras positivas para LMP-1 na imunoistoquimica
com os resultados positivos para a avaliacdo molecular pelo CISH foi representada
por 30 pacientes (93,8%), sendo estatisticamente significativa (p<0,0001). A avaliacédo
da infeccdo pelo EBV exibe variacdo conforme a origem da populacdo estudada. Os
casos de LH oriundos do interior tiveram maior positividade para EBV na técnica de
CISH (n=18/28, 64,3%) do que a populacao oriunda das regibes metropolitanas de
Belo Horizonte e Sdo Paulo (n=10; 35,7%), sendo que ha uma discreta tendéncia a
ser significativa essa diferenca (p=0,063). Considerando-se os estados como um todo,
as diferencas nao foram estatisticamente significativas na nossa amostra (p=0,217).
Em 30 casos (93,8%) observou-se concordancia substancial entre os métodos
(k=0,77). Comparando-se o LMP-1 com EBER, tendo este como padrédo-ouro, a
sensibilidade foi de 93,8%, a especificidade de 91,3%, o valor preditivo positivo de
20,3%, o valor preditivo negativo de 98,3% e uma acuracia de 91,8% (Tabela 5).

Tabela 5. Poder diagndstico do LMP1 na detec¢&o da infeccdo pelo EBV, utilizando o EBER (CISH) como
padréo-ouro.

Sensibilidade (%) 93,8%
Especificidade (%) 91,3%
Valor preditivo positivo (%) 20,3%
Valor preditivo negativo (%) 98,3%
Acuréacia (%) 91,8%
indice kappa (%)* 0,77

Valor de pt <0,001

*Coeficiente de concordancia Kappa (k): <0,00 (auséncia de concordancia), 0,00-0,20 (concordancia pobre),
0,21-0,40 (concordancia leve), 0,41-0,60 (concordancia moderada), 0,61-0,80 (concordancia substancial) e 0,80-
1,00 (concordancia quase perfeita).

TO nivel de significancia foi de 5% (valor de p<0,05).

DISCUSSAO

A predicdo do progndstico dos pacientes é algo importante na pratica clinica e
cada vez mais cobrado no laudo anatomopatolégico. A utilizacdo de

imunomarcadores, como o CD20, sua frequéncia e relacdo com o desfecho clinico
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tém sido alvo de pesquisa nas ultimas décadas. Embora controverso, a maioria dos
estudos sobre a imunoexpressdo do CD20 mostraram que este marcador nao afeta o
prognéstico dos pacientes® 6 914,18, 22, 23)  Apenas dois estudos tiveram associagdo
com bom prognéstico. Um deles foi de Tzankov et al. (2003)1%, com 119 pacientes
com LHc seguidos por 12 anos utilizando um ponto de corte de 10% de positividade
para o CD20. Segundo esses autores, o imunofenétipo CD30+/CD15+/CD20+ esta
associado com um desfecho clinico favoravel. Demonstraram, também, que o CD20
€ um fator prognostico positivo independente (p=0,035) e que a sobrevida livre de
doenca foi mais alta nos pacientes CD20+ (286 meses versus 202 meses; p=0,022).
Canioni et al. (2009)Y) observou uma frequéncia menor de CD20+ nos casos
refratarios ou com recidiva precoce. O presente estudo demonstrou que pacientes
CD20-positivos tem um melhor progndstico sendo aqueles com menos de 10,5 células
HRS/10CGA (p=0,00037) os mais favorecidos. O presente estudo, contudo, focou em
uma avaliacdo numérica e quantitativa em numero absoluto, método mais aplicavel
na pratica do patologista, diferentemente de outros autores que buscaram
comparacdes percentuais estimadas.

Em relacdo a morfologia, a chance de um caso ser CD20-positivo é sete vezes
maior quando se tem granuloma. O granuloma pode refletir uma resposta tecidual
local do hospedeiro ao tumor, e sua presenca em relacdo ao prognéstico é
contraditéria na literatura, demonstrando ora prognéstico desfavoravel® ora
favoravel®1-33), Estudo prévio do grupo®4 evidenciou que histiocitose aliada formagéo
de granulomas estd associada a infiltracdo por células HRS na medula 6ssea e
reforcou que sua presenca pode ser um complicador diagnéstico devido ao seu
diferencial com processos infecciosos e sarcoidose. Ao contrario do presente estudo,
casos descritos na literatura®>3® de LHc associado a granulomas exibiam
negatividade para CD20. Mais estudos demonstrando esta relacdo e sua implicacao
progndstica S0 necessarios.

Quando se correlacionou o0 CD20 nas células neoplasicas com o microambiente
pelo teste de Pearson observou-se uma correlagéo positiva entre ele e os marcadores
CD3, CD4, CD8, CD21 e PD-1, evidenciando que quanto maior a positividade do
CD20 maior a chance destes marcadores estarem positivos também.

H& poucos estudos®’2 sobre o papel das células B ndo-neoplasicas na
patogénese do LHc e na resposta a terapia. Todos evidenciam através da IHQ ou de

expressao génica que as celulas CD20-positivas tém um papel prognadstico favoravel
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no LHc. Para Greaves et al. (2013)©®) e Tudor et al. (2013)“D, ha correlagdo
significativa entre alto niumero de células CD20-positivas e uma melhor sobrevida,
assim como para Jachimowicz et al. (2020)? que evidenciaram que baixa contagem
de células B esta associada a significante reducéo da sobrevida livre de progresséao e
da sobrevida global. O presente estudo mostrou que uma menor positividade de
células CD20 no microambiente (1+) esta relacionada a um maior tempo até a cura.
Uma explicacdo para o melhor prognostico dos pacientes com maior quantidade de
células B no fundo inflamatorio seria o fato de estas células competirem com as células
HRS por sinais de sobrevivéncia como o ligante CD40 (CD40L) derivados das células
TED,

No presente estudo, também foi evidenciado que a presenca de plasmaocitos
CD138-positivos esta relacionado a maior taxa de cura quando comparada a auséncia
de plasmécitos ou a um ndmero maior deles no microambiente. No LHc, os
plasmaocitos podem ser atraidos pela CCL28 e as citocinas IL-6 e IL-21 podem ter um
papel na diferenciacdo destas células. Tanto o CCL28 quanto as citocinas séo
produzidas pelas células HRS“3). Ao contrario da presente casuistica, o Uinico estudo
na literatura evidenciou que um elevado ndmero de plasmdcitos estd associado a
estadiamento avancado e sobrevida inferior nos pacientes com LHc“4. Associacao
com sintomas B foi demonstrada em ambos os estudos.

O numero aumentado de macréfagos CD68+ e/ou CD163+ ja € bem
estabelecido na literatura como um preditor de desfecho adverso em pacientes®>46),
e 0 presente estudo corrobora estes achados.

A expressédo de PD-L1 é observada em grande parte das células HRS em
aproximadamente quase todos os casos de LHc“"). Um mecanismo de evasdo imune
envolve a sinalizacdo entre o PD-L1 expresso em altos niveis nas células HRS e seu
receptor (PD-1) expresso nos linfocitos T CD4+ e CD8+, suprimindo a funcao efetora
das células T e, consequentemente, desativando a funcéo antitumoral destas células.
As células HRS também induzem a expresséao de PD-L1 nos macrofagos, fomentando
ainda mais o ambiente imunossupressor®®, Hollander et al. (2017)“9 evidenciaram
que altas proporcdes tanto de PD-1 quanto de PD-L1 pela imunoistoquimica (IHQ)
nos leucocitos do microambiente estdo associadas a menor sobrevida livre de doenca
e sobrevida global. Muenst et al. (2009)®% também mostraram que maior nimero de
linfécitos PD-1-positivos € um marcador prognostico negativo para sobrevida global

nos pacientes com LHc. A presenca de linfécitos PD-1-positivos no presente estudo
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também se associa menor taxa de curados e a menor sobrevida.

A extensdo de marcacdo do CD4 e CD8 também influenciou a sobrevida dos
pacientes. Porém, houve uma discrepancia entre pacientes com 3+ e 4+, 0 que pode
ser explicado pela amostragem, por interferéncia dos casos censurados ou por
provavel valor critico desses marcadores serem baixos e o sistema de cruzes nado
efetivo para avaliacéo.

Angiogénese é a marca do crescimento e progressao tumoral em neoplasias
sélidas e hematoldgicas e pode fornecer informacdo progndéstica no LHc. Na
casuistica aqui apresentada, observou-se que uma maior densidade vascular (>8
vasos/CGA) esté relacionada a menor frequéncia de de sintomas B e a presenca de
recidiva. Korkolopoulou et al. (2005)®Y investigou a angiogénese em pacientes com
LH também utilizando a imunoexpressdo pelo CD34 e observou que a sobrevida
global foi adversamente afetada pela densidade vascular e que esta diminuiu com o
estadiamento. Glimelius et al. (2005)®%2), através da imunoexpressédo pelo CD31,
também evidenciou os mesmos resultados, mostrando que pacientes com maior
contagem de vasos exibiam uma pior sobrevida livre de doenca.

A presente casuistica foi estudada quanto a imunoexpressdo de CD20 em
células neoplasicas e quanto as imunoexpressdes de marcadores do microambiente
tumoral, em pacientes portadores de LHc. H4 uma associacao direta da positividade
para CD20 nas células neoplasicas de LHc a uma melhor evolugéo clinica desses
pacientes, contrariamente ao que relata a maior parte da literatura especializada. O
estudo apresentado aqui também encontrou melhor progndstico naqueles pacientes
com maior quantidade de linfocitos B no fundo inflamatério, auséncia de
imunoexpressao de PD-1, menor nimero de plasmadcitos e menor densidade vascular.
O microambiente €, certamente, cendrio para estudos cada vez mais robustos sendo
que os achados desse trabalho destacam os linfocitos B ndo neoplasicos, o0s
plasmacitos, os linfécitos expressores de PD-1 e a densidade vascular, estdo

relacionados a marcadores de agressividade.
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TABELAS SUPLEMENTARES

Tabela S1. Caracteristicas gerais dos pacientes com LHc.

Total
Sexo 184
Feminino 77 (41,8%)
Masculino 107 (58,2%)
Idade 30,3 (13-79,4)
Localizagédo ao diagndstico 179
Cervical 88 (49,2%)
Supraclavicular 30 (16,3%)
Axilar 20 (11,2%)
Inguinal 12 (6,7%)
Mediastinal 19 (10,3%)
Mediastinal (bulky) 8 (4,3%)
Retroperitoneal 1 (0,5%)
Canal medular 1 (0,5%)
Doenca bulky 112
Néo 96 (85,7%)
Sim 16 (14,3%)
Acometimento extranodal® 114
Néo 67 (58,8%)
Sim 47 (41,2%)
Acometimento de medula 6ssea 146
Nao 117 (80,1%)
Sim 29 (19,9%)
Sintomas B 113
Nao 37 (32,7%)
Sim 76 (67,3%)
Estadiamento Ann Arbour 112
| 10 (8,9%)

I 41 (36,6%)
Il 22 (19,6%)

v 39 (34,8%)
HIV 114
Néo 109 (95,6%)
Sim 5 (4,4%)
Tratamento 12 linha 110
Sem tratamento 3(2,7%)
ABVD 102 (92,7%)
N&o ABVD* 5 (2,7%)
Radioterapia 110
Néo 53 (48,2%)
Sim 57 (51,8%)
Transplante de medula 6ssea 110
N&o 102 (92,7%)
Sim 8 (7,3%)
Resposta ao tratamento 102
Resposta completa 80 (78,4%)
Doenca progressiva 22 (21,6%)
Desfecho desfavoravel* 101
Néo 68 (67,3%)
Sim 33 (32,7%)
Subtipo histolégico 183
Esclerose nodular 133 (72,7%)
Celularidade mista 28 (15,3%)
Rico em linf6citos 3 (1,6%)
Deplecao linfocitaria 3 (1,6%)
Inclassificavel 16 (8,7%)

TTeste qui-quadrado/Teste exato de Fisher (valor de p<0,05).

©Medula 6ssea, baco, figado, canal medular, pulméo, intestino delgado, osso, mama, parede abdominal e pele.
*BEACOOP (bleomicina, etoposideo, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, procarbazina e prednisona),
DHAP (dexametasona, cisplatina e citarabina), ICE (ifosfamida, carboplatina e etoposide) e GDP (gencitabina,
dexametasona e cisplatina).

*Doenga progressiva, recidiva e ébito.

ABVD (doxorrubicina, bleomicina, vimblastina e dacarbazina)



Tabela S2. Caracteristicas gerais dos pacientes com LHc CD20- e CD20+.

Total
Sexo 174
Feminino 73 (42,0%)
Masculino 101 (58,0%)
Idade 30,3 (13-79,4)
Localizagdo ao diagndstico (n=171) 171
Cervical 84 (49,1%)
Supraclavicular 27 (15,8%)
Axilar 20 (11,7%)
Inguinal 11 (6,4%)
Mediastinal 19 (11,1%)
Mediastinal (bulky) 8 (4,7%)
Retroperitoneal 1 (0,6%)
Canal medular 1 (0,6%)
Doencga bulky 108
N&o 93 (86,1%)
Sim 15 (13,9%)
Acometimento extranodal® 110
N&o 65 (59,1%)
Sim 45 (40,9%)
Acometimento de medula 6ssea 141
Nao 115 (81,6%)
Sim 26 (18,4%)
Sintomas B (n=109) 109
N&o 36 (33,0%)
Sim 73 (67,0%)
Estadiamento Ann Arbour 108
| 10 (9,3%)

1 39 (36,1%)
il 22 (20,4%)

\Y 37 (34,3%)
HIV 110
N&o 106 (96,4%)
Sim 4 (3,6%)
Tratamento 12 linha 106
Sem tratamento 3(2,8%)
ABVD 98 (92,5%)
N&o ABVD* 5 (4,7%)
Radioterapia 106
N&o 52 (49,1%)
Sim 54 (50,9%)
Transplante de medula 6ssea 106
N&o 98 (92,5%)
Sim 8 (7,5%)
Resposta ao tratamento 98
Resposta completa 76 (77,6%)
Doenca progressiva 22 (22,4%)
Desfecho desfavoravel* 97
Nao 64 (66,0%)
Sim 33 (34,0%)
Subtipo histolégico 174
Esclerose nodular 127 (73,0%)
Celularidade mista 27 (15,5%)
Rico em linfécitos 3 (1,7%)
Deplecao linfocitaria 2 (1,1%)
Inclassificavel 15 (8,6%)

TTeste qui-quadrado/Teste exato de Fisher (valor de p<0,05).

©Medula 6ssea, baco, figado, canal medular, pulméo, intestino delgado, osso, mama, parede abdominal e pele.
*BEACOOP (bleomicina, etoposideo, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, procarbazina e prednisona),
DHAP (dexametasona, cisplatina e citarabina), ICE (ifosfamida, carboplatina e etoposide) e GDP (gencitabina,
dexametasona e cisplatina).

*Doenga progressiva, recidiva e 6bito.

ABVD (doxorrubicina, bleomicina, vimblastina e dacarbazina)



FIGURAS SUPLEMENTARES
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Figura S1. A, Estimador de Kaplan-Meier do tempo até a cura pela variavel CD20 nas células neoplasicas (p=0.2722). B,
Estimador de Kaplan-Meier do tempo até o 6bito pela variavel CD20 nas células neopléasicas (p=0.3601).
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Figura S2. Imunoexpressao do CD20 nas células neoplasicas e no microambiente. A) CD20-negativo nas células
neoplasicas e no microambiente (200x); B) CD20-positivo nas células neoplasicas (200x); C) CD20-positivo (1+)
no micromabiente. D) CD-20-positivo (4+) no microambiente (20x); E) CD20-positivo no micromabiente e negativo
nas células neoplasicas (200x); F) CD20-positivo no micromabiente e nas células neoplasicas (200x).
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Figura S3. A, Estimador de Kaplan-Meier do tempo até a cura pela variavel Contagem de CD20 no hotspot (p=0.0903). B,
Estimador de Kaplan-Meier do tempo até o ébito pela variavel Contagem de CD20 no hotspot (p=0.2539). Mediana da
contagem de células CD20 no hotspot = 6 células (1-25).
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Figura S6. Densidade e ectasia vascular. A) Ectasia vascular a morfologia (H&E, 50x); B) Ectasia vascular evidenciada pelo
CD34 (200x); C) Ectasia e densidade vascular pelo CD34 (200x); e D) Ectasia e densidade vascular pelo CD34 (100x).
H&E: Hematoxilina e eosina.
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CONCLUSOES FINAIS

A presente casuistica foi estudada quanto a imunoexpressdao de CD20 em

células neoplasicas e quanto as imunoexpressdes de marcadores do microambiente

tumoral, em pacientes portadores de LHc.

Dentre os achados estatisticamente significativos estéo:

Dentre os pacientes CD20-positivos, aqueles com menos de 10,5
células/10CGA alcancam a cura mais rapido do que aqueles com mais
de 10,5 células/10CGA (p=0,0037).

A chance de um caso ser CD-20 positivo nas células neoplasicas é sete
vezes maior quando se tem granuloma a morfologia (p=0,034).
Pacientes com positividade para CD20 nos linfécitos do fundo
inflamatério curam mais rapido do que os negativos, particularmente
agueles com mais de 25% de células positivas (p=0,0183).

Pacientes PD-1 negativos possuem maior taxa de cura e maior
sobrevida do que os pacientes PD-1 positivos (p=0,0309 e p=0,0016,
respectivamente).

Pacientes com menos de 25% de plasmdcitos CD138-positivos no
microambiente tendem a se curar antes de pacientes com mais de 25%
de positividade e do que pacientes negativos para este marcador
(p=0,0374).

A densidade vascular esté relacionada a menor frequéncia de sintomas
B (p=0,036) e a presenca de recidiva (p=0,004).

Pacientes com maior numero de linfécitos CD4-positivos tiveram melhor
sobrevida (p=0,015).

Pacientes com maior expressao de CD68 (>50%) tiveram uma menor
sobrevida (p=0,0288).

O presente estudo, ao contrario dos estudos prévios, trabalhou com

metodologia de quantificacdo absoluta de células neoplasicas CD20 positivas e

metodologia em cruzes para o microambiente, métodos de maior reprodutibidade na

pratica assistencial. Entretanto, maior compreenséao das interacdes celulares pode ser

realizada com imunoistoquimica multiplex e contagem computacional de células

visando aprimoramento dos resultados obtidos.
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Além disso, o estudo foi retrospectivo, limitacdo importante em relacdo a
obtencdo de dados clinico-evolutivos dos pacientes. Estudos prospectivos sao

necessarios para melhor caracterizacao do LHc.
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