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Resumo
Background: O estadiamento de pacientes com linfoma de Hodgkin inclui avaliagéo

da medula 6ssea (MO). No caso da analise da MO por meio de material obtido na
bidpsia, buscam-se células de padrao Hodgkin-Reed-Sternberg em meio a fundo re-
acional. O presente estudo avaliou a utilizagdo da imunoistoquimica como ferramen-
ta para ampliar o poder de detecgdo da da infiltragcado nas amostragens de MO. Ma-
terial e métodos: Foram selecionados 68 pacientes com diagndstico de linfoma de
Hodgkin entre 1998 e 2017, que tiveram seus prontuarios médicos revisados e suas
de bidpsias e/ou aspirados de medula dssea revistos morfologicamente. Estudo de
imunoistoquimica com CD30 e CD15 foram realizados. Os dados tabulados O valor
de p considerado significante foi quando menor que 0,05. Resultados. Hipercelulari-
dade (n=33, p=0,019), plasmocitose (n=23, p=0,009), aumento de reticulina (n=14,
p=0,002), granulomas (n=5, p=0,000) e histiocitose (n=31, p=0,001) foram os para-
metros que tiveram melhor associacao com a detecgao de infiltracdo neoplasica pela
imunoistoquimica. O marcador CD30 foi mais util para utilizagdo do que o CD15.
Concluséo: A utilizacdo do CD30 amplia a precisdo do diagndstico de infiltragcdo e o
aumento dareticulinica, a plasmocitose, a histiocitose e a presenca de granulomas
na medula éssea representam fatores indicativos da necessidade de complementa-

¢ao da avaliagdo morfolégica com a técnica imunoistoquimica.
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Abstract
The process of staging in patients with Hodgkin's lymphoma includes

evaluation of bone marrow (BM) where the presence of Hodgkin-Reed-Sternberg
(HRS) cells are looked for in the background. The present study evaluated the use of
immunohistochemistry as a tool to increase the detection power of the infiltration in
the BM samples. Material and methods: 68 patients with a diagnosis of Hodgkin
lymphoma were selected, between 1998 and 2017. Their medical records were
reviewed as well as the bone marrow aspirates and / or biopsy samples.
Immunohistochemical study with CD30 and CD15 were performed. The tabulated
data The value of p considered significant was when less than 0,05. Results:
hypercelullarity (N = 33, p = 0.019), plasmacytosis (n = 23, p = 0.009), reticulin
increase (n = 14, p = 0.002), granulomas (n = 5, p = 0.000) and histiocytosis n = 31,
p = 0.001) were the parameters that had the best association with the neoplastic
infiltration of the BM confirmed by immunohistochemistry. The CD30 marker was
more useful for use than the CD15. Conclusion: The use of CD30 amplifies the
accuracy of the diagnosis of infiltration and the increase of reticulin, plasmacytosis,
histiocytosis and the presence of granulomas in the bone marrow represent
indicatives of the need to complement the morphological evaluation with the

immunohistochemical technique.

Key-words (MeSH): Hodgkin Disease, Lymphoma, Bone Marrow, Neoplasm Staging

*Based on submission guidelines of Diagnostic Pathology Journal, available online:
https://diagnosticpathology.biomedcentral.com/submission-guidelines (accessed on

May 13th of 2019)
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1. Introducao
1.1. Linfomas: conceito, imunofenétipo e clusters of differentiation:
Linfomas compéem um grupo heterogéneo de doengas linfoproliferativas
clonais cuja fisiopatologia esta centrada na proliferacdo desregulada de linfoci-
tos7. As neoplasias de linhagem linfoide sdo classificadas de acordo com o pa-
drao morfolégico, imunofenotipico e genético, conforme a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) publicou em suas revisdes tematicas, a ultima delas no ano
de 2017". Ha dois grandes grupos: linfomas ndo-Hodgkin e linfoma de Hodgkin.
Os linfomas n&o-Hodgkin incluem as neoplasias de precursores linfoides, as
neoplasias de células B maduras, as neoplasias de células T e as neoplasias

de células NK'.

Neoplasias linfoides tém como caracteristica basica a clonalidade, ou
seja, uma célula linféide escapa aos mecanismos imunologicos e fisioldgicos
diferenciativos e da origem a células-irmés de fendtipo similar. Dessa forma
tanto a célula-mae quanto as células-filhas compartilham, por exemplo, da ex-
pressdo de proteinas receptoras de antigeno similares®** A identificagdo do
clone neoplasico € possivel por meio da identificagdo de rearranjos antigénicos
ou proteinas imunoexpressas, configurando a imunofenotipagem diagnostica.
Portanto, de acordo com o imunofenétipo presente em um linfoma em questao,
pode-se inferir em que etapa do processo de maturagao o linfocito-mae estava

antes de ser desviado de seu curso fisioldgico e culminar em uma neoplasia®**.

O estudo imunofenotipico de uma populacao linfoide esta fundamenta-
do, basicamente, na expressao dos receptores de superficie?**. Dentre esses,
os clusters of differentiation (CD) s&o os mais comumente utilizados. Essas gli-
coproteinas de superficie desempenham multiplas fungdes, constituindo-se na
interface entre a célula e seu ambiente extracelular e, também, na interface cé-
lula-célula®. O repertorio de antigenos tipo CD existente na superficie celular de
um linfécito reflete os programas genéticos que ali operam. e, baseado no pa-
drao de expressao de CD, pode-se inferir sua classe e estagio de maturagao®*.
Por conseguinte, deduz-se que classe de linfécito escapou do controle fisiologi-
co de diferenciacdo e deu origem a um linfoma baseado no padréo de CD ex-

presso na superficie celular.?*
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A medida que uma célula linfoide amadurece, ha mudancga no padrao de
expressdo de CD'*. Assim, por exemplo, em linfécitos B virgens ha expressao
de CD5 em suas membranas, além de imunoglobulina de superficie de padrao
IgM'3. Apds a ativagdo pela reagdo antigeno-receptor, uma linhagem de célu-
las B virgem se diferenciara em plasmécitos capazes de secretar imunoglobuli-
nas do tipo IgM, enquanto outra linhagem, agora disposta nos centros germina-
tivos linfonodais, passara a expressar CD10 em sua membrana’ . O padrdo de
expressado de CD esta associado a mutagbes especificas e, juntamente com
caracteres citologicos e arquiteturais, permite ao patologista distinguir as multi-

plas linhagens de neoplasias linfoides com precisao™?.

1.2. Ontogénese dos linfécitos B
Os sitios de hematopoiese no decorrer da vida sdo variaveis, sendo a

medula éssea o palco mais perene de diferenciagdo das células-tronco hema-
topoiéticas®®. Os eventos que levam uma célula-tronco hematopoiética a direci-
onar sua diferenciagao para a linhagem linfoide s&o alvos de debates, contudo,
sabe-se que parte das células-tronco hematopoiéticas se diferenciam em célu-
las progenitoras multipotentes capazes de originar tanto precursores linfoides
quando mieloides, num processo continuo e organizado, sob influéncias de ci-
tocinas e fatores de crescimento em parte liberados pelo microambiente medu-
lar, isto é, por fibroblastos, células endoteliais, osteoblastos, macrofagos e até

mesmo linfécitos®.

A diferenciagado natural dos linfocitos B em adultos se inicia na medula
ossea®. Células pré-B, oriundas da diferenciagédo de células progenitoras multi-
potentes, promovem a recombinagao dos loci D e J do gene de imunoglobuli-
na'®. Posteriormente, nas células pré-B, ha adicao do /loci V ao loci recombi-
nante DJ, originando o segmento recombinante VDJ da cadeia pesada de imu-
noglobulina®®. Essa sequéncia génica é responsavel pela sintese de RNA men-
sageiro (RNAm) capaz de produzir a cadeia pesada de imunoglobulina M
(IgM)"*. A transicdo de uma fase pré-B para linfécito imaturo € marcada pelo
rearranjo dos loci responsaveis pela producao de cadeia leve de imunoglobuli-
na, permitindo ao linfécito B imaturo a expressdo completa da molécula de IgM

na superficie celular®.
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Linfocitos B imaturos deixam a medula 6ssea e se diferenciam em célu-
las B transicionais, marcadas pela expressao de CD24 e CD38. Tais células
amadurecem no bago® e passam a habitar o sangue periférico, foliculos linfoi-
des primarios ou zonas do manto de foliculos ativados’, passando a se chamar
linfécitos B maduros virgens'3. Ao encontrar um antigeno que se acople a imu-
noglobulina de superficie, esses linfécitos B virgens maturam, parte se diferen-
ciando em plasmdcitos capazes de secretar imunoglobulinas do tipo IgM e par-
te em células que percorrerdo foliculos linfoides e centros germinativos, junto
as células dendritricas em resposta a estimulo mediado por linfécitos T helper
(LTh)"®.
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Tabela I: Estagio de maturacdo linfocitaria e topografia preferencial

Medula Ossea

Tecidos Linfoides Periféricos

Linfocito B

Linfé6cito B

Linfécitos B de

Marcador Linfécito Pr6-B Linfé6cito Pré-B - Centroblastos . Plasmécitos
Imaturo Naive memaoria

CD34 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
TdT Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
CDI10 Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
LMO2 Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
CD19 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
CD79a Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
PAXS Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo
CD20 Negativo Positivo® Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo
CD23 Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo
CD38 Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo
BCL6 Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
HGAL Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
MUMI1 Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo* Positivo Positivo
BLIMP1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo
XPB1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo
CD138 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo
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1.3 O centro germinativo e seus componentes

Centros germinativos surgem a partir do influxo de linfécitos B que foram
ativados via reagcdo antigeno-anticorpo, passando a ocupar o espacgo junto a
trama de células dendriticas®. A microscopia 6ptica, populagdes distintas po-
dem ser identificadas em um centro germinativo: células dendriticas foliculares,

macrofagos de corpos-tingiveis, centroblastos e centrocitos’.

Centroblastos sao linfocitos de nucleo grande, vesiculoso e com multi-
plos nucléolos visiveis, com elevada capacidade replicativa’. Do ponto de vista
molecular, expressam BCL6 e de baixos niveis de imunoglobulinas de super-
ficie e ndo expressam BCL2'. Estimulados pela reagdo antigeno-anticorpo e
por LTh, sdo submetidos ao processo de hipermutagcao somatica, que corres-
ponde a mutagdes pontuais no gene responsavel por codificar a fragao variavel
(V) da cadeia de imunoglobulina, dando origem a linfécitos expressando cadei-

as de imunoglobulina com conformagdes distintas®**.

O fenbmeno da hipermutagdo somatica é responsavel por gerar popula-
¢oes linfocitarias com niveis varidveis de afinidade pelo antigeno®. Durante
essa etapa podem ocorrer mutagdes deletérias a célula como a sintese de co6-
dons de parada prematuros, assim como perda de afinidade pelo antigeno®.
Centroblastos que apresentam mutagdes deletérias sdo induzidos a apoptose,
apos controle celular rigido. J& os que exibem ganho de afinidade antigénica,
sem outros fatores deletérios, recebem sinais de sobrevivéncia via imunoglobu-

lina de superficie3®

Além da hipermutagcdo somatica, centroblastos podem alterar a confor-
macéo da cadeia pesada de imunoglobulina que expressam, fendbmeno descri-
to como troca de cadeia pesada ou switch de classes’’. Com isso, passam a
expressar imunoglobulinas do tipo IgG ou IgA, dependendo da influéncia, den-

tre outros fatores, das citocinas as quais estdo expostos’’..

Um centroblasto que foi positivamente selecionado apos as etapas de
hipermutagdo somatica e troca de cadeia pesada passa a ser chamado de cen-
trocito, que ao estudo histolégico convencional com hematoxilina-eosina (HE) &
caracterizado por tamanho reduzido com nucleo irregular e cromatina densa’.

Do ponto de vista molecular, centrécitos passam a expressar BCL2" e IRF4/
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MUM1 e deixam de expressar BCL6 em virtude de interagdes com moléculas
de superficie presentes nas células dendriticas foliculares e em LTh' Os

desfechos finais de maturacao de linfocitos B sao a formacao de plasmaécitos,
células terminais e especializadas na secre¢cao de imunglobulinas cujo imuno-
fendtipo € caracterizado pela expressao de CD38, CD138, IRF4/MUM1 e
CD79a, ou produgdo de linfoécitos B maduros de memoria’®’. Os plasmdcitos
integrardo a medula 6ssea, ja os linfocitos B de memadria permanecem circulan-
tes sendo capazes de produzir resposta imunologica especifica a partir do con-

tato com antigeno previamente selecionado®.

O fundamento imunoldgico do centro germinativo tem um contraponto
importante: os mesmos mecanismos capazes de desenvolver linfécitos com re-
ceptores do tipo cadeia de imunoglobina de alta afinidade por antigenos tam-
bém esta presente na fisiopatologia das neoplasias de linhagem B®. E impor-
tante entender que diversas vias de sinalizagdo sao ligadas e desligadas du-
rante as reag¢des formativas do centro germinativo e que a falha de supressao
de uma ou mais dessas vias pode ser o gatilho inicial para um escape clonal e

desenvolvimento de neoplasia linféide®.

19



Iniciacao

Linfocito B
virgem

PAX5
BCL6
MEF2B
MYC
NFkB

IRF4
PRDM1

XBP1

Selecao e
Switch de Diferenciacio
classes L y

Proliferacao e
Hipermutacio

(F Y

Iniciacio do cenfro germinativo

NFKB =3  IRF4

MEF2B
MYC

BCL6

—

(Linf(')cito B de memc')r?

Saida do centro germinativo

V[ BLIMP1 F>{ Plasmécitos |

Figura |, adaptada de BASSO e DALLA-
FAVERA, 2015: Paired box 5 (PAX5) é
expresso durante toda a vida de um
linfocito B, exceto nos comprometidos
com a diferenciacdo plasmocitaria. B
cell lymphoma 6 (BCLE) esta expressa
durante toda a reagdo tipo centro
germinativo (CG). As vias de sinalizacdo
NFkB/IRF4 est3o ausentes nos linfécitos
gue ocupam a zona escura, entretanto
fazem parte do processo de iniciacdo da
reacdo de centro germinativo por meio
da expressdo de BCL6. O contrario
também é verdadeiro: essa via de
sinalizacdo é capaz de suprimir a
expressao de BCL6 em linfocitos
comprometidos com a direrenciagdo
em plasmadcitos. Por fim, ha um periodo
ainda ndo bem compreendido em que
ha reexpressdo de MYC em linfécitos B
gue ocupam a zona clara do CG, o que
os faz voltar a zona escura. A expressao
de BLIMP1 e XBP1 é caracteristica dos
linfécitos B comprometidos com a
diferenciacdo plasmocitaria. Enquanto
gue linfécitos B maduros de memédria
permanecem expressando PAX5.
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2. O linfoma de Hodgkin

Thomas Hodgkin, em 1832, publicou o artigo On some morbid apperan-
ces of the absorbent glands and spleen no qual descrevia o aspecto aumenta-
do de linfonodos e do bago em sete estudos de autépsia®. E, pois, atribuido a
este autor a descricdo macroscopica do que hoje se entende por linfoma de
Hodgkin, que foi pormenorizada por Dorothy Reed e Carl Sternberg® . em artigo
publicado em 1902 no qual relatam oito casos de linfoma de Hodgkin, a época
chamada doenga de Hodgkin®. Foi descrito o que hoje é entendido como o as-
pecto microscopico principal dessa patologia: a célula gigante, binucleada e bi-

nucleolada conhecida como célula de Reed-Sternberg®.

S&o estimados 8.110 novos casos de linfoma de Hodgkin para o ano de
2019 com aproximadamente 1.000 ébitos por essa neoplasia nos Estados Uni-
dos', com distribuigdo bimodal havendo um pico de incidéncia maximo dos 15
aos 34 anos e outro, de menor amplitude, apos os 60 anos' A sobrevida em
cinco anos é estimada em 86,6%, sendo que 73,5% dos pacientes em estagio
IV sobrevivem mais que 5 anos'. No Brasil, a incidéncia de linfomas de
Hodgkin foi de 2.530 novos casos, sendo 1.480 em homens e 1.050 em mulhe-
res para o biénio 2018/2019™.

Manifestagdes clinicas do linfoma de Hodgkin classico se caracterizam
por presenga de aumento ou massa linfonodal em geral nas topografias supra-
diafragmaticas - cerca de 60 a 70% dos casos de linfoma de Hodgkin classico
se manifestam com aumento das cadeias nodais cervicais ou supraclaviculares
- perda de peso acima de 10% do peso basal ao longo de seis meses, sudore-
se noturna e febre acima de 38°C que costumam ser irregulares’?. Em pacien-
tes com massa mediastinal de grande volume é descrita a ocorréncia de sinto-
mas como tosse, dor toracica, dispnéia e hemoptise'.Linfomas de Hodgkin po-
dem ser de tipo classico ou predominancia linfocitico-nodular de acordo com as
caracteristicas histopatoldgicas™. Linfomas de Hodgkin classicos sdo subclas-
sificados em quatro variantes distintas: esclerose nodular, deplegao linfocitaria,
celularidade mista e rico em linfocitos. Cada variante possui caracteristicas pe-

culiares que concede perfis progndsticos diferentes™.
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Tabela II: prevaléncia, estadiamento ao diagnostico, topografia mais comum e faixa etaria de acordo com os subtipos dos linfomas de Hodgkin

Estadiamento ao diagndsti-
Subtipo Prevaléncia co Topografia mais comum Faixa etaria

Cadeias supraclaviculares,
Estagio IT*; sintomas B fre- cervicais inferiores e mediasti-
Esclerose nodular 40 a 70% quentes no 15 a 34 anos

Estagios avangados; sinto-  Cadeias periféricas e envolvi-
Celularidade mista** 30 a 50% mas B frequentes mento esplénico (30%) 30 a 50 anos

Estagios avangados; sinto-
Deplecdo linfocitdria*** menor que 1% mas B frequentes Cadeias retroperitoneais 30 a 70 anos

Estagios I ou II; sintomas B
Rico em linfocitosd 5% sd0 raros Cadeias periféricas 30 a 50 anos

Predominéancia linfocitico-
nodular 5al10% Estagio I (60%) ou II Cadeias periféricas (axilares) 30 a 50 anos

*Massa volumosa (Bulky disease) esta presente em cerca de 54% dos casos; **Associado a infecgdes por HIV e EBV; comum a faixas etarias
pediatricas; *** Associado a infec¢ao por HIV; ¢ Pode ocorrer em associagdo a linfoma difuso de grandes células B

Adaptada de: Swerdlow SH ez a/ (2017) e Press OW In: Kaushansky et a/ (2016)
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Do ponto de vista morfolégico, o linfoma de Hodgkin € uma neoplasia
paradoxal: o constituinte majoritario da massa neoplasica sao células inflamato-
rias. Apenas uma minoria das células que ocupam um érgao acometido é pro-
priamente neoplasica. Estima-se que entre 1% e 2% sejam células neoplasicas
denominadas de células de Hodgkin e Reed-Sternberg (células HRS)™™15
Reflexo disso € a dificuldade em se estabelecer a natureza da célula neoplasi-
ca dessa doencga: apenas em 1994, 162 anos apds os estudos de Thomas
Hodgkin e 92 anos apds as descrigdes de Dorothy Reed, é que a célula HRS
teve sua natureza esclarecida como sendo derivada de linfocito B do centro

germinativo®'%°,

2.1. A célula de Hodgkin-Reed-Sternberg
A identificagdo de genes recombinantes da cadeia de imunoglobulina

permitiu o esclarecimento da natureza da célula HRS e alterou a nomenclatura
dessa condigdo clinica de doenga de Hodgkin para linfoma de Hodgkin'".
Além disso, ha evidéncia de que uma célula de Hodgkin é a entidade proliferati-
va e que as variantes binucleadas e binucleoladas, também conhecidas por cé-
lula de Reed-Sternberg nada mais sdo do que células de Hodgkin que procede-
ram a divisdo incompleta, permanecendo unidas''%%. A expressdo de p21°¢"?
e de p16™**@ pelas células binucleadas indica fendtipo senescente e reforga a
tese de que o componente proliferativo é formado pelas células de Hodgkin?.
Por essa razao, costuma-se referir a essas células pelo termo genérico célula

de Hodgkin-Reed-Sternberg ou célula HRS.

Células de Reed-Sternberg classicas sédo caracterizadas, a microscopia
optica e coloracao histolégica convencional por HE, por citoplasma grande, le-
vemente basofilico com pelo menos dois nucleos grandes e,em geral, com lo-
bulagdes™. Os nucleos séo arredondados, com membranas irregulares e proe-
minentes, a cromatina é palida e ha, em geral, dois nucléolos eosinofilicos com
halo branco perinucleolar, semelhante a uma inclusao viral®™. Variantes mono-
nucleares sdo chamadas de células de Hodgkin™. Variantes morfologicas das
células RS incluem células com nucleos picnéticos e eosinofilicos associado a
citoplasma condensado - células mimias'™ que s&o células de citoplasma eosi-

nofilico denso com nucleos hipercromaticos e picnaéticos.
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O subtipo linfoma de Hodgkin predominancia linfocitico-nodular tem um
aspecto morfolégico distinto, caracterizado pela presenca das células linfécito-
predominantes (células LP), menores, com nucleolo basofilico e halo claro peri-
nuclear®.0 padrao de crescimento € nodular ou difuso, com as células LP cir-
cundadas por linfocitos T PD1/CD279 positivos e dispostas em uma trama de
células dendriticas associadas a linfocitos B e histiocitos?'. As células LP, tam-
bém conhecidas por células popcorn, podem conter mais de um nucléolo e, em
alguns casos, ser multinucleadas, com citologia muito proxima das células

HRS, dificultando a distingdo entre essas duas entidades nosologicas?'.
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Figura Il: linfoma de Hodgkin classico mostrando a) linfonodo com arquitetura completamente distorcida
a custa de agrupamentos celulares nodulares compostos por b) uma maioria de linfécitos e células com
citoplasma eosinofilico denso e multinucleada, multinucleolada. Variantes de linfomas de Hodgkin podem
exibir c) células de citoplasma eosinofilico denso e nucleos picndticos (células mumia). O estudo
imunoistoquimico com CD30 d) mostra imunomarcacdo tipo membrana com algumas células
demonstrando reforgo perinuclear em ponto. Imagem gentilmente cedida por Dr. Cristiano Claudino
Oliveira.
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Figura lll: Linfoma de Hodgkin predominio linfocitico-nodular acometendo linfonodo e distorcendo
sua arquitetura. Nota-se a) proliferacdo nodular comprometendo todo o linfonodo, composta por b)
linféicitos pequenos, raros histidcitos e c) células de nucleo vesiculoso, grande e com nucleolo
proeminente que d) expressam CD20. Extraido de Miranda N et al. Atlas of Lymph Node Pathology.
New York: Springer ,2013.
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2.1.1. O imunofenétipo das células HRS e LP
O imunofendtipo das células HRS classicas é caracterizado pela expres-

sdo de CD30, conhecido por TNFRSM8, proteina capaz de ativar a via de sina-
lizagdo anti-apoptética do fator nuclear kappa B (NFkB) seja por associagéo a
proteina CD30L ou por interacdo com a proteina latente do virus Epstein-Barr
(LMP1-EBV)?. Outro marcador importante e expresso em 75% a 85% dos ca-
sos & o CD15, identificado por meio do anticorpo LeuM127". O padrdo imunois-
toquimico mostra marcagao em padrao membrana no limite celular, associado,
a reforgo perinuclear, originando padrdao denominado de marcagéao tipo Golgi.
O antigeno leucocitario comum (HLA) também conhecido pelo respectivo clus-

ter, CD45, é consistentemente negativo nas células HRS?%.

Aproximadamente 20% dos casos de linfomas de Hodgkin tém células
HRS expressando imunofendtipo de linfocitos B, em especial o CD20%2.. Por
outro lado, o produto da transcricdo do gene PAX5-BSAP, tipica de linfécitos B,
esta expressa nas células HRS, entretanto, a intensidade de expresséo dessa
proteina a marcagao imunoistoquimica € menos intensa do que nos linfécitos B
ndo-neoplasicos®. CD79a, uma proteina transmembrana associada a imuno-
globulina de superficie e componente do complexo do receptor de células B,
tem sua expressao suprimida em células HRS, assim como o fator de transcri-
cao Oct2 e seus cofatores BOB.1/OBF.1 - proteinas comuns a linfécitos B pre-

sentes no centro germinativo®.

O padrao imunofenotipico das células LP reflete melhor seu gendtipo B.
Ha expressao consistente de CD45, assim como CD20 e PAX5'2'22_ Marcado-
res consagrados de células HRS como CD30 e CD15 sao consistentemente
negativos nas células LP?'%. CD79a, BOB.1/OBF.1 e Oct2 s&o proteinas ex-

pressas nas células LP, diferentemente das células HRS?'.
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Tabela I1I: antigenos expressos em células HRS e LP

Célula HRS Célula LP
CD45 Negativo Positivo
CD20 Negativo Positivo
PAXS5/BSAP Negativo Positivo
CD30 Positivo Negativo
CDI15 Positivo* Negativo
CD79a Negativo Positivo
Oct2 Negativo Positivo
BOB.1 Negativo Positivo
PU.1 Negativo Positivo
JunB Positivo Negativo
Cadeia-J Negativo Positivo
1gD Negativo Positivo**
BCL6 Variavel Positivo
IRF4/MUMI Positivo Negativo
CD138 Negativo Negativo
LMP1 Positivo Negativo
Fascina*** Positivo Negativo
PDL Positivo Positivo

*Expresso em 75 a 85% dos casos

**Positivo em cerca de 27% dos casos de linfoma de Hodgkin predominancia linfocitico-

nodular

*** Alto valor preditivo negativo para linfomas de Hodgkin classicos
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2.2. O substrato genético dos linfomas de Hodgkin
Diferente de outras neoplasias, linfomas de Hodgkin ndo sao caracteri-

zados por uma mutagao especifica, mas sim por um conjunto de alteragdes ge-
néticas recorrentes e sinérgicas'. Mutagbes associadas a transcrigdo do inibi-
dor alfa do fator nuclear do gene do polipeptideo de cadeia leve de células B
kappa (IkBa), proteina supressora do fator de transcricdo nuclear kappa B
(NFkB) s&o reconhecidas nas células HRS em pelo menos um ter¢o dos casos

de linfoma de Hodgkin' ..

Analises de balanceamento génico nas células HRS das regides cro-
mossdmicas demonstraram ganhos genéticos recorrentes em varios loci, des-
tacando-se os loci 2p13-16, associado a transcrigdo do gene envolvido na sin-
tese da proteina c-REL, 9p23-24, associado a proteina JAK-2 e 12914, correla-
cionado a transcricdo do gene envolvido na produgdo da proteina
MDM2'"?* Outras regides demonstraram perdas recorrentes, com destaque

para o locus 17p13, associado a génese da proteina TP53"" %,

As amplificagdes supracitadas podem explicar a ativagédo das vias de si-
nalizagao JAK/STAT e NFkB e exemplificam o fenémeno da instabilidade géni-
ca associada a génese da célula HRS". Entretanto, isoladamente, ndo sao en-
tendidas como eventos primarios que originam esse processo neoplasico, visto
que nenhuma dessas alteragdes se mostrou absolutamente necessaria para o

surgimento da célula HRS".

2.3. Via de sinalizacao NFkB e a patogénese dos linfomas de Hodgkin
O NFkB € uma familia de fatores de transcricdo nucleares que, quando

inativos, associam-se ao seu ligante e inibidor IkB%. Em sua estrutura, desta-
cam-se duas subunidades heterodiméricas p65 e p50 que compartilham de
uma regido homdloga em sua porgdo N-terminal®. A inibicdo da proteina IkB
associada a dimerizagao dessa regido N-terminal é necessaria para a ativagao
do NFkB30. Quando ativo esses fatores nucleares estimulam a transcricao de
mais de 150 genes, incluindo os relacionados a produg¢ao de citocinas e quimi-
ocinas capazes de atrair células do sistema imunoldgico inato e adaptativo as-
sim como s&o transcritos genes anti-apoptéticos, incluindo c-FLIP, XIAP e
Belx.",.
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E sabido que, em linfomas de Hodgkin, ha hiperregulagdo da ativagao
da via de sinalizagdo dependente de NFkB'#1>1820.22262728. A gmplificagdo do
gene c-Rel, as ativagdes ligantes-mediadas e ligantes-independentes de recep-
tores de superficie celular como CD30, CD40 e receptor ativador do NFkB
(RANK) e a imunoexpressao das proteinas LMP-1 e LMP-2a nos linfomas de
Hodgkin EBV-relacionados s&o explicagbes postuladas para esse fendmeno?.
Além disso, mutagdes inativadoras de IkBa estado ligadas a amplificacdo dos si-
nais da via NFKB em linfomas de Hodgkin®. Além desses mecanismos, foram
descritas, recentemente, mutagdes no gene da proteina 3 TNFa-induzida (TN-
FAIP3), que codifica a A20, uma ubiquitinase e desubiquitinase envolvida na
supressao da sinalizagado via NFkB, desse modo hiperregulando a expressao

dessa via pré-inflamatdria e anti-apoptética™.

O fator anti-apoptotico c-FLIP, transcrito pelas células HRS, esta implica-
do na resisténcia dessas células a apoptose''” Sabe-se que células HRS néo
exibem receptores de células B que s&o as imunoglobulina de superficie e
suas proteinas associadas e, portanto, deveriam ser induzidas a apoptose no
centro germinativo, por meio da ativagdo do Fas/CD95, também conhecido por
antigeno de apoptose 1'". Entretanto a expressao constitutiva de c-FLIP, confe-
re resisténcia a apoptose, ja que essa proteina se associa ao complexo DISC,
necessario para a clivagem da procaspase-8, fendbmeno essencial para a inicia-
cao da apoptose'. Além disso, c-FLIP inibe as proteinas TNFR, TRAIL-R1 e
TRAIL-R2, fatores pro-apoptoticos™.
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Células HRS expressam XIAP, que bloqueia a via intrinseca de apopto-
se por meio da inibicdo da caspase-3 e caspase-7'.Ja a proteina Bclx. antago-
niza a fungdo pro-apoptética da proteina Bax na membrana mitocondrial'’e,
em ambos 0s cenarios, ocorre resisténcia a morte celular programada pelo clo-

ne neoplasico do Linfoma de Hodgkin.

2.4. Via de sinalizacao JAK2-STAT e a patogénese dos linfomas de
Hodgkin
Janus Kinase (JAK) é uma familia de proteinas citoplasmaticas envolvi-

das na sinalizagdo intracelular e transcricdo de genes-alvo*®que se acopladam
a uma proteina transmembrana que funciona como receptor: quando da ativa-
cao deste receptor ha dimerizacado da JAK e fosforilagdo de proteinas-alvo do
tipo fatores de transcricdo®. Ja as proteinas STAT s&o fatores de transcrigdo
citoplasmaticas que, quando da dimerizagdo da JAK, se desligam de seus re-
ceptores e se dimerizam por meio da fosforilagdo de sua porgdo SH2%. Esse
processo expde sinais de localizagdo nuclear que, assim, guiam o dimero

STAT para o nucleo de forma a induzir transcrigdo de genes-alvo®.

Sao frequentes as mutagdes que amplificam sinais da JAK, especial-
mente a JAK2, em linfomas de Hodgkin™. Além disso, ha frequente inativagéo
do supressor de sinalizagao de citocinas (SOCS1), um inibidor da via de sinali-
zacao JAK-STAT™. Desse modo ha manutengdo de sinais de proliferagéo e so-
brevivéncia para as células HRS. Quatro proteinas STAT s&o descritas como
constitutivamente ativas no linfoma de Hodgkin: STAT3, STAT5A, STAT5B e
STAT620.
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nucleo, onde genes especificos serdo alvo de transcricdo
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Extraido de Lodish et al: Molecular Cell Biology 5th edition.
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2.5 O virus Epstein-Barr e a patogénse dos linfomas de Hodgkin
Human gamma herpes virus 4 ou virus Epstein-Barr (EBV) € um virus de

DNA de fita dupla linear pertencente a familia Herperviridae?. Virus desta fami-
lia sdo caracterizados pela presenga de um nucleocapsideo icosaédrico e assi-
métrico circundado por um envelope de glicoproteinas de superficie; preen-
chendo o espago entre o capsideo viral e o envelope glicoproteico estdo as
proteinas do tegumento viral®. Dois tipos de EBV foram identificados em popu-
lagbes humanas: EBV-1 e EBV-2%. As diferengas entre essas cepas est&do nos
genes que codificam as proteinas nucleares do ciclo de infeccao latente EBNA-
2, EBNA-LP, EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-3C e nos RNAS EBER-1 e EBER-2%".

EBV sao capazes de infectar linfocitos B, causando proliferacao ilimitada
dessas células®. Culturas de linfocitos B infectadas por EBV mostram, a mi-
croscopia optica, linfocitos ativados, grandes e irregulares. Demonstrou-se,
também, que ha entrada no ciclo celular com tempo de duplicagdo entre 20 e
30 horas®.

O EBV utiliza da sua proteina de superficie gp350 para se ligar ao CD21
dos linfocitos B - um receptor para o fator C3d do sistema complemento®. Pos-
tula-se que alteragdes conformacionais desse receptor, induzidas pela infecgao
viral, sejam um dos mecanismos para imortalizagédo desses linfocitos®. A fusdo
do core viral é mediada por um heterodimero de glicoproteinas gH/gL e pela
glicoproteina gB*. Com isso, a particula viral € endocitada em processo auxilia-
do pela proteina viral de superficie gp85, assim como pelas proteinas gp42,

que se liga ao complexo de histocompatibilidade principal classe I (MHC 11)%°3,

Apods endocitose, o conteudo viral é liberado no citosol do linfécito infec-
tado. A fim de permitir a integracao funcional do DNA viral ao do hospedeiro, a
proteina MTP codificada pelo gene BNRF1, presente no tegumento viral, atua
se ligando a proteina Daxx e impedindo a metilagdo das histonas presentes no
DNA viral que sera associado, compondo um dos mecanismos de resisténcia

intrinsecos virais®.

Ocorre dissolugao do nucleocapsideo viral e o0 genoma viral, ao se inte-

grar ao genoma do linfocito B, passa de linear a circular, permitindo persistén-
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cia do material genético viral ao longo dos ciclos replicativos dos linfocitos B*'.
A replicacgéao viral ocorre durante a fase S do ciclo celular e é mediada pela inte-
racao entre a enzima viral EBNA-1 e repeticbes multiplas do tipo tandem pre-

sentes no DNA viral conhecidas como ori-P%.

A infecgdo latente pelo virus EBV, apenas 10% dos genes codificados
pelo DNA do EBV sio atualmente transcritos®'. Os primeiros produtos de trans-
cricdo do DNA viral sdo as proteinas EBNA-2 e EBNA-LP?', envolvidas no pro-
cesso de imortalizagao celular por meio da ativagao do ciclo celular através da
inducéo da atividade da ciclina D22, Proteinas da familia EBNA-3 sdo associa-
das a transformagao dos linfocitos B ao longo da infecgéo latente pelo virus
EBV?', com a proteina EBNA-3C ligada a inibigdo do p16 e inativagdo do gene
Rb o que implica em atividade proliferativa aumentada nas células infectadas
pelo EBV*,

O gene viral LMP-1 codifica a proteina homénima composta por 200
aminoacidos e com tropismo pela membrana plasmatica dos linfécitos®2. Em
modelos murinos, LMP-1 é capaz de induzir comportamento ominoso em fibro-
blastos: estas células aumentam sua capacidade de adesao e adquirem cresci-
mento autdnomo, independente de fatores de ancoragem®. Nos linfécitos B
essa proteina tem atuagao dose-dependente: em niveis elevados € um agente
citoestatico, enquanto que em baixos niveis hiperregula a expressdo de CD23,
CD40 e CD54, assim como hiperregula a atividade dos transportadores de pep-
tideos e de moléculas MHC | e Il, induzindo fendtipo proliferativo®. Além disso,
a LMP-1 esta envolvida na inducao da ciclina D2 e de fatores anti-apoptoéticos

associados ao estresse celular como Bcl-2, A20 e bfl-132.

A proteina LMP-1 esta envolvida na ativacdo da via de sinalizacdo de-
pendente do NFkB por atuar, semelhante ao CD40, como receptor para fatores
associados ao receptor de TNF (TRAF)*. Os TRAF inibem enzimas chamadas
inibidores do fator kB (IKKa e IKKB) assim como a enzima IkBa, promovendo
ativacdo da via NFkB*?, além disso também induzem atividade das vias AP1/
JunB e Jak2/STAT estabelecendo uma relacao entre atividade proliferativa au-

mentada e infecgéo pelo virus EBV*. A proteina LMP-1 também atua como re-
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ceptor constitutivamente ativo, mantendo regulada para cima a atividade da via

de sinalizagdo NFkB*2.

LMP-2A é uma proteina integral de membrana sintetizada a partir do
epissomo viral que atua enviando sinais de sobrevivéncia alternativos ao do re-
ceptor de células B, ausente em células HRS'"*2, Estdo envolvidas na sinaliza-
¢ao da proteina de membrana LMP-2A a via antiapoptética PI3K/Akt e PTK as-

sim como as vias proto-oncogénicas Wnt/Bcatenina e MAPK?.

Junto ao LMP-1, a proteina LMP-2A é fundamental para a imortalizacao
do clone de célula B hospedeiro do virus EBV?. Sabe-se que linfécitos B infec-
tados pelo EBV podem exibir diferenciacdo para plasmacitos, entretanto a mai-
or parte desses linfocitos se torna células B de memodria, parte em razao da
acao da proteina LMP-1%, LMP-2A ¢é tida como um dos facilitadores da transi-
¢ao entre linfocitos B do tipo centro germinativo infectados pelo EBV em plas-
maocitos, que eventualmente migram para as tonsilas e permitem liberagao de

particulas virais no ambiente, completando o ciclo viral®®.

Pequenos RNAs codificados pelo virus EBV (EBER) sao os trancritos
mais abundantes presentes em células EBV-transformadas®. Apesar da abun-
dancia, em estudos utilizando linhagens de células EBV-recombinantes carre-
gando mutagcbées em EBER mostraram que essas moléculas de RNA nao séo
necessarias para o crescimento e transformacao de células EBV infectadas in

vitro®'-2,
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Figura VII: LMP-1, proteina transmembrana presente nos linfécitos B infectados pelo virus EBV.
Funciona como receptor para TRAF e esta envolvida na persistente regulagdo para cima das vias
NFkB, AP1 e Jak/STAT. Extraido de BORNKAMM e HAMMERSCHMIDT, 2001.
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2.6. O microambiente do linfoma de Hodgkin classico
O microambiente no linfoma de Hodgkin classico é composto por uma

grande variedade de células inflamatérias e estromais, como linfécitos T, lin-
fécitos B, plasmacitos, neutrdfilos, eosindfilos, mastocitos, células mieloides efi-
broblastos**. Esse infiltrado celular inclui tanto células que visam eliminar as cé-
lulas HRS como células inflamatérias que promovem a sobrevivéncia e prolife-

racdo do clone tumoral®.

Células HRS sao capazes de secretar citocinas pré e anti-inflamatarias,
recrutando uma miriade de células inflamatorias®. Linfécitos T CD4+ s3o atrai-
dos pelas citocinas CCL5, CCL17 e CCL22 produzidas pelas células HRS*.
Eosindfilos sdo recrutados através das citocinas IL-5, CCL5, CCL28 e GM-
CSF**. Mastdcitos e macrofagos séo atraidos pela citocina CCL5. Fibroblastos
sao atraidos e ativados pelas células HRS por meio da secrecao de IL13, TNF-
a e FGF e sua ativacao contribui para o recrutamento de eosindfilos e linfocitos

Th2 por meio da secregédo de CCL11%*.

A atividade continua das vias de sinalizacao JAK/STAT e NFkB é funda-
mental para a sobrevivéncia das células HRS. Além de fatores genéticos, estao
envolvidos nessa expressao constitutiva sinais autocrinos e paracrinos?. Mas-
tocitos e eosindfilos secretam CD30L, linfécitos T CD4+.4 secretam CD40L,
macrofagos e linfécitos secretam TNF-a e a propria célula HRS é responsavel
por secretar TNFSF11, TNFa e linfotoxina-a, todos esses responsaveis por pro-
mover ativagdo da via candnica de sinalizagdo NFkB?'. Além disso, tanto as cé-
lulas HRS quanto neutréfilos, plasmdcitos, macrofagos e mastocitos sdo capa-
zes de secretar TNFRSF13B, TNFRSF17, TNFSF13 e TNFSF13B, fatores ca-
pazes de induzir a via alternativa da NFkB?. Interleucinas 13 e 21 induzem a
ativacdo da via JAK/STAT e sdo secretadas pelas células HRS?. Outra via
de sobrevivéncia estimulada autocrina e paracrinamente € a via RTK através
dos receptores c-MET, TRKA e DDR2, expressos constitutivamente pelas célu-
las HRS?. Células dendriticas foliculares CD21+ secretam HGF, capaz de ati-
var c-MET; o colageno tipo IV secretado por fibroblastos ativa TRKA e o fator
de crescimento neural (NGF), secretado por granulécitos, ativa o receptor

DDR2, induzindo a via de sobrevivéncia RTK*:.
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Por meio do estudo das microvesiculas extracelulares coletadas de célu-
las HRS, percebeu-se que sao internalizadas por fibroblastos aumentando sua
capacidade de migracao. Estas células passam a exibir hiperregulacéo de acti-
na do musculo liso alfa (a-SMA) e seu secretoma revela liberagdo aumentada
de citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-6 e TNF-a, além de fatores de cres-

cimento (G-CSF e GM-CSF) e fatores pro-vasogénicos como o VEGF?*.
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Figura VIII: As células de Hodgkin Reed-Sternberg (HRS) e o microambiente tumoral no linfoma de Hodgkin classico. No centro, uma célula HRS bi-nucleada
expressa moléculas de superficie caracteristicas, bem como secreta citocinas e quimiocinas. Em torno da célula HRS estao células ndo neoplasicas atraidas e
ativadas. As células do microambiente expressam uma variedade de quimiocinas e citocinas que moldam o infiltrado reativo e fornecem sinalizagdo para as
células HRS. Somente as principais funges ativadoras e inibitdrias (setas) de moléculas ligadas a membrana (tridngulos roxos) e moléculas mediadas por
receptores de superficie (rosa) sdo ilustradas; outras interagdes existem. IL, interleucina; FGF, fator de crescimento de fibroblastos; TNF-, fator de necrose
tumoral; LT-, linfotoxina; TGF-, fator de crescimento transformador; BAFF, fator de ativacdo de células B; ABRIL, ligante indutor de prolifera(;éo;4 LC,
qguimioatrator de linfécitos B; TNFR, receptor do fator de necrose tumoral; FASL, ligante de Fas; MEC, quimiocina epitelial associada a mucosa; Treg, célula
reguladora T; Célula auxiliar TH, T; TARC, quimiocina relacionada a ativagdo e ao timo; MDC, quimiocina derivada de macréfagos; Gal-1, galectina-1; PDL,
programmed death ligant 1; IFN-interferon gama; NK, célula natural killer. Adaptado de STEIDL 2019.



2.6.1. O papel dos linfécitos T CD4+ no microambiente dos linfomas de
Hodgkin Classicos
O microambiente de um linfoma de Hodgkin classico € majoritariamente

composto por linfocitos T dos tipo CD4+neper, CD4 4+, CD8+ € citotdxicos*. Os
linfocitos T CD4+ sdo encontrados em associagao intima com as células HRS,
formando rosetas e expressam CD40L, proteina de membrana responsavel por
induzir sinais de sobrevivéncia nas células HRS por meio da via NFkB**. Por
outro lado, a célula HRS expressa CD80 e CD86, duas proteinas que estimu-
lam migragao de linfocitos T CD4+, especialmente devido a interagdo com o
CD28*. A roseta de linfécitos T CD4+, além de promover prote¢gdo mecanica
contra a acao de células T CD8+ e células NK, contribuem para um microambi-
ente de supressao inflamatoria por meio da secreg¢ao de IL-10 e CTLAA4, inibi-

dores da atividade dessas células citotoxicas®*.

Células HRS, por meio da secrecao de citocinas CCL5, CCL17, CCL20
e CCL22 atraem linfécitos T CD4+.4 para o microambiente tumoral, especia-
mente os clones CD4+CD26- parecem ser atraidos de maneira preferencial pe-
las células HRS?. A auséncia de CD26 na superficie desses linfocitos mantém
niveis elevados de CCL5, CCL11 e CCL22 retroalimentando positivamente o ci-
clo de atracao linfocitaria por células HRS?. Além disso, células HRS secretam
IL-7, capaz de induzir diferenciagéo de linfocitos T CD4 + imaturos em linfocitos
T CD4+., FOXP3+%, favorecendo respostas Th2?.

As células HRS sao capazes de secretar Galectina-1, inibidor da acao
de linfécitos T CD8+ e responsavel pela transicdo de um microambiente hostil
para a célula HRS, composto por células citotéxicas, para um promotor da so-
brevivéncia desse clone neoplasico®®. Colaboram para isso outros produtos se-

cretados como TGF-B, MIF e PGE2, todos com atividade anti-inflamatéria®.

Células HRS comumente exibem mutagdes somaticas inativadoras nos
genes da B2-microglobulina, proteina responsavel pelo transporte da proteina
MHC-| para a superficie celular, implicando expressdo anémala ou ausente de
MHC-I e, por conseguinte, prejuizo a interagéo células HRS e linfécitos T CD8
+283637  Soma-se a isso a expressdo de CD95L (FasL), CD274 (PD-L1) e
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CD273 (PD-L2), indutores de apoptose de linfocitos T citotoxicos e células
NK®.

Desse modo, a expressao diferencial de moléculas MHC constitui um fa-
tor de protecdo as células HRS, pois por expressar menos moléculas MHC-I,
essas células escapam dos mecanismos de apoptose induzidas por células T
citotoxicas?¢3". Além disso, ao hiporregular os niveis de MHC classe Il, as cé-
lulas HRS passam a nado estimular células CD4+ que eventualmente estejam

em atividade associada a células T CD8+2836:37,

2.6.2 Checkpoint imunoloégico e patogénese dos linfomas de Hodgkin
classicos
Os checkpoints imunolégicos referem-se a vias inibitorias ligadas ao sis-

tema imunoldgico que sao cruciais para manter a auto-tolerancia e modular a
duracao e a amplitude das respostas imunoldgicas fisioldgicas nos tecidos peri-

féricos, a fim de minimizar o dano tecidual colateral®.

O CTLA-4 é uma proteina homodloga ao CD28 e, quando ativa, compete
com o proprio CD28 pelo sitio de ligagado das moléculas CD80 e CD86 induzin-
do sinais de supressao nos linfécitos T*¢..0 gene LAG-3 codifica proteina ho-
modnia que provoca supressao dos linfécitos T por meio da ligagdo ao MHC I,
também por competi¢gdo, agora contra o CD4, com isso ha supressao da ex-

pansao das células T CD4+%,

O receptor tipo programmed cell death 1 (PD-1) é expresso na superficie
de linfécitos T ativados e sua ativacado envia sinais de inibicao da ativagao dos
linfécitos T, além de reduzir a produgéo de citocinas*. PD-L1, o ligante predo-
minante para PD-1, é expresso em multiplos tecidos incluindo células T e B, cé-
lulas dendriticas e macréfagos*. PD-L2, que atua de forma semelhante atenu-
ando respostas das células T através da associagao ao PD-1 é principalmente
expressa em células dendriticas, macréfagos e mastdcitos derivados da medu-

la 6ssea”.

A interagdo PD-1/PD-L1 gera um sinal, via proteina SHP2, para a inibi-

cao de sinais de sobrevivéncia de linfécitos como as vias NFkB e PI3K*. A in-
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ducao da via de sinalizacdo PD-1 pode provocar, nos linfocitos T dois resulta-
dos distintos: ou induzir apoptose®* ou um estado de anergia imunoldgica, via
desfoforilagao da proteina ZAP70 e inativagdo dos sinais de ativagao do recep-
tor de células T, permanecendo a célula viva porém incapaz de realizar sua

fungdo imunoldgica de fato®.

A evasao imune mediada por checkpoint foi estabelecida como uma ca-
racteristica pivotal da patogénese do linfoma de Hodgkin classico por meio da
identificacdo de amplificagdes do locus 9p24 resultando na expressao constitu-
tiva de PD-L1 e PD-L2 em mais de 85% dos pacientes com esse linfoma*'. Em
uma série de 108 casos de linfoma de Hodgkin classico, demonstrou-se que
em 97% desses linfomas haviam mutagdes nos loci de PD-L1 e PD-L2, incluin-
do polissomias, ganhos de copias e amplificagdes®*°. Mesmo em pacientes
sem amplificagbes genéticas de PD-L1 ou PD-L2, a regulacao positiva fisiologi-
ca destes ligantes ocorre provavelmente a associada a sinalizagdo JAK/STAT,
producao de IFN-Y ou, em casos associados a EBV, expressao da proteina
LMP1%,

A superexpressao de PD-L1 em células HRS e de PD-1 em linfécitos in-
tratumorais cria um sinal inibitério que ajuda a manter o microambiente imunos-
supressor do linfoma de Hodgkin*'. Macrofagos tumorais ndao-neoplasicos tam-
bém expressam PD-L1 e se correlacionam topograficamente com células HRS
PD-L1 positivas gerando uma resposta imunossupressora organizada®.que é
estimulada pela producao de interferon-Y, que induz expressao de PD-L1 em
macréfagos associados ao tumor e em células estromais circunjacentes, como

fibroblastos?’.
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células dendriticas. Em a) um linfécito T citotdxico CD8+ tem sua atuagdo inibida por
meio do sistema PD-1/PD-L1. b) O balango de expressdo de moléculas PD-L1 e sinais de
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vez hiperregular a expressao de PD-L1 pela prépria célula tumoral além de atrair outras
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Extraido de CHEN et al 2012.
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2.7. O microambiente nos linfomas de Hodgkin do tipo predominio linfo-
citico-nodular
Diferente do linfoma de Hodgkin classico, nos LHPLN ha um microambi-

ente caracteristico caracterizado pela presenca de Linfécitos T CD4+ CD57+,
linfécitos T CD4+ PD-1+, assim como linfocitos T CD4+ CD8+%. Os LH classi-
cos, por sua vez, tém numeros aumentados de linfocitos T CD4+.4 € LTh2. Nos
LHPLN, os linfécitos T CD4+ intratumorais sdo, na maior parte, linfécitos CD26-
3. Quando comparado a amostras reacionais nodais, o microambiente dos LH-
PLN demonstrou um numero reduzido de células NK*. LThjcuar (CD4+ PD-1+
ICOS-) foram detectados nas proximidades das células LP, sendo responsa-
veis pela secregao de IL-21, cujo receptor esta regulado para cima nas células
LP*. Além disso, linfocitos T efetores de memodria (linfocitos Tem), cujo perfil
imunistoquimico é caracterizado pela expressédo de CD4+ e negatividade para
CCR7 e CD45RA, foram detectados em niveis aumentados na regido tumoral
do LHPLN?¥. Diferente dos linfomas de Hodgkin classicos, no LHPLN foram de-
tectados menos linfocitos T CD4+ FOXP3+, sugerindo outro mecanismo de es-

cape imunoldgico por esta neoplasia®.

3. O sistema de estadiamento dos linfomas de Hodgkin
O estadiamento define a localizacédo e extensao da doenga, sugere infor-

magodes prognosticas, permite comparagdes entre estudos e fornece uma linha
de base contra a qual a resposta ou eventual progressdo da doenga podem ser

comparadas**.

O estadiamento dos linfomas de Hodgkin leva em conta critérios clinicos
obtidos através de uma propedéutica pormenorizada, associada a avaliacbes
hematolégica e bioquimica - incluindo velocidade de hemossedimentagé&o, ni-
veis de fosfatase alcalina sérica, testes de fungdo hepatica e renal*. Exames
de imagem, como tomografia computadorizada (TC) e tomografia por emissao
de pdsitrons (PET-CT) sao indicados para avaliar o comprometimento de cadei-
as mediastinais assim como envolvimento infradiafragmatico e retroperitoneal .

O sistema atual de estadiamento dos linfomas de Hodgkin*’, o sistema
de Ann Arbor atualizado pelo Consenso de Lugano, classifica o paciente em

quatro estagios de evolucédo da doencga, atribuindo-lhe numeros corresponden-
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tes a extensao da doenca e letras que indicam a presenca ou nao de sintomas

sistémicos e massa volumosa tumoral®.

O envolvimento da medula éssea € um parametro relevante a ser aces-
sado durante a propedéutica de pacientes portadores de linfoma de Hodgkin,
pois além de conferir pior progndstico quando acometida € necessario a com-

posicdo dos escores progndsticos como o International Prognostic Score
(|P8)43’47’48
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Tabela IV: Classificagcdo de Ann Harbor com modifica¢oes da Conferéncia de Lugano

Estégio Definicao

Envolvimento de uma Unica regido linfonodal (por exemplo, cervical, axilar, inguinal, mediastinal) ou estrutura

! linfoide, como o baco, timo ou anel de Waldeyer.
Envolvimento de duas ou mais regides linfonodais ou estruturas linfonodais do mesmo lado do diafragma. Os
11 linfonodos hilares devem ser considerados "lateralizados" e, quando envolvidos em ambos os lados, constituem
a doenca do estagio II.
111 Envolvimento de regides de linfonodos ou estruturas linfoéides em ambos os lados do diafragma.
v Envolvimento difuso de um ou mais 6rgaos extranodais ou tecido além daquele designado por E**, com ou

sem envolvimento linfonodal associado.

*Subclassificam-se os casos em A ou B, indicando presenga ou auséncia, respectivamente, de sintomas sistémicos como fe-
bre de origem indeterminada, sudorese noturna ou perda de peso inexplicavel excedendo 10% do peso corporal durante os
seis meses anteriores ao diagnostico.

**A designagdo "E" refere-se a extensao extranodal que pode ser contida dentro de um campo de irradiagdo apropriado para
doenca nodal da mesma extensdo anatomica. Doenca extranodal mais extensa ¢ designada estagio IV

*#*Massa neopldsica volumosa: massa nodal unica, em contraste com multiplos linfonodos menores, medindo 10 cm ou
mais do que um terco do didmetro transtoracico a qualquer nivel das vértebras toracicas, conforme determinado por TC
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Tabela V: International Prognostic Score (IPS)*

Idade Acima dos 45 anos

Albumina sérica Menor que 4g/dL

Contagem absoluta de leucécitos Maior que 15.000/mm*

Hemoglobina sérica Menor que 10.5 g/dL

Contagem absoluta de linfécitos Menor que 600/mm?® ou Menor que 8% do
total de leucdcitos

Sexo Masculino

Estadio v

*Q International Prognostic Score (IPS) tem a finalidade de tentar predizer o progndstico em pacientes
com Linfoma Hodgkin avancado, refletido na sobrevida livre de doenga em cinco anos. A cada fator
prognostico adverso adicional, a taxa prevista ¢ reduzida em aproximadamente 8%. A pontuagdo foi de-
senvolvida e validada com base em um conjunto de pacientes em tratamento na década de 1980 com regi-

mes incluindo ABVD, MOPP e ABVD e regimes hibridos.
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3.1 O papel da bidpsia da medula 6ssea no estadiamento dos linfomas de
Hodgkin

O comprometimento histolégico da medula éssea é considerado prova defini-
tiva do envolvimento desse 6rgédo por uma neoplasia*’. Entretanto € um procedimen-
to desconfortavel, a despeito do uso de anestésicos locais*®. A biopsia bilateral da
medula dssea é superior a unilateral em termos de capacidade diagndstica*®, pois
quanto mais bem amostrada a medula for, maiores as chances de se detectar a cé-

lula diagndstica®.

Antes do estabelecimento do Positron emission tomography (PET-CT) com
18F-Fluorodesoxiglicose (18F-FDG) como técnica padréo para avaliagdo da medula
ossea®, a biopsia de medula dssea era utilizada como abordagem primaria e, em lo-
cais de recursos limitados, a biépsia de medula éssea ainda guarda importancia na
composic¢édo do prognostico de um paciente com linfoma de Hodgkin®'. Contudo, des-
de a difusdo da técnica de PET-CT com 18F-Fluorodesoxiglicose, tem se discutido o
papel e a necessidade da biopsia de medula 6ssea no contexto do linfoma de

HOdg kl r]43,44,47,50,51

3.2 O papel do PET-CT com 18F-Flourodesoxiglicose no estadiamento dos lin-
fomas de Hodgkin
PET é uma técnica de detecgao de tragadores radioativos capaz de analisar a

perfusdo e atividade metabdlica tissular®®. Essa tecnologia se baseia na administra-
c¢ao de compostos capazes de emitir positrons espontaneamente e que se incorpo-
ram ao metabolismo celular de maneira semelhante a sua contraparte nao-radioati-
va®2. Um desses marcadores é a 18F-fluorodesoxiglicose (18F-FDG), um analogo da
glicose que é incorporado ao metabolismo celular de maneira semelhante e permite

acompanhar a atividade metabdlica da célula em fungéo do seu decaimento®.

Uma das premissas que permitiram a disseminacado da técnica de PET-CT
com elementos radiomarcados como a 18F-FDG é o Efeito Warburg®***. Esse feno-
meno postula que as células neoplasicas desviam suas vias metabdlicas em favor
da glicélise a despeito da presenca de oxigénio e mitocéndrias funcionantes, um pro-

cesso intitulado glicdlise aerdbica®. Entende-se que o beneficio para o clone neo-
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plasico desse desvio metabdlico esta na possibilidade de sintetizar mais rapidamen-
te equivalentes redutores e, por fim, utiliza-los em reagdes de biossintese redutora
para produzir, por exemplo, lipidios®, além de reduzir o pH do microambiente tumo-
ral, colaborando para o aumento da capacidade de invasao do clone tumoral e limi-
tando a quantidade disponivel de glicose para os linfécitos intratumorais, prejudican-

do a atuacéo destas células®.

A glicélise aerdbica aumenta a avidez do clone neoplasico a glicose, que é
assimilada rapidamente e, portanto, permite detecgdo do indice de captagao, quan-
do marcada com radiois6topo apropriado®°®%°. A pesquisa com 18F-FDG PET-CT
permite uma avaliacdo da incorporagao do radioisétopo ao ambiente celular de ma-
neira global e, além disso, € capaz de captar as variagdes em estagios iniciais do

tratamento, permitindo um ajuste fino da conduta nos casos refratarios®”>%%°,

Outra premissa que da suporte ao uso do 18F-FDG PET-CT como método de
estadiamento é a expressdo aumentada de proteinas do tipo GLUT e hexoquinases
por células neoplasicas, que pode também ser detectada em alguns tecidos em con-
digces fisioldgicas, como cérebro, estbmago e coragao®. Isso permite maior influxo
desse marcador e, por conseguinte, melhor contraste entre tecidos com alta capta-
¢ao e baixa captacdao®. Em células HRS ha expresséo de GLUT-1 e cadeia A da en-
zima Lactato Desidrogenase (LDHA), indicando glicdlise aerdbica, contudo ndo hou-
ve correlagcdo entre a expressdo desses marcadores e os achados de 18F-FDG
PET-CT®

A possibilidade de avaliacdo global da medula 6ssea, a nao-invasividade do
procedimento e suas elevadas sensibilidade e especificidade colocam a 18F-FDG
PET-CT a frente da biépsia de medula 6ssea para fins de estadiamento***’.. Entre-
tanto alguns servigos ndo dispéem dessa técnica, mantendo a biépsia de medula 6s-
sea no rol dos procedimentos diagndsticos dos pacientes com linfoma de
Hodgkin®%®’

Em pacientes cujas informagdes diagndsticas necessarias ao estadiamento
foram obtidas por meio de 18F-FDG PET-CT, considera-se acometido por linfoma
todo aumento da captagdo da 18F-FDG quando comparado ao pool sanguineo me-

diastinal e hepatico*®, segundo escore de Deauville*>%3%4,

51



A preferéncia pela avaliagdo por meio do 18F-FDG PET-CT se sustenta nas
premissas de que pacientes em estagio inicial do linfoma de Hodgkin raramente exi-
bem comprometimento da medula 6ssea na auséncia de achados anormais ao 18F-
FDG PET-CT e pacientes em estagios mais avangados costumam, além do compro-
metimento da medula éssea, exibir sintomatologia sistémica condizente com o esta-
dio, ndo sendo necessaria bidpsia desse sitio na disponibilidade de realizagdo de
18F-FDG PET-CT*. (tabela 7)

3.3 O padrao histopatolégico de acometimento da medula 6ssea pelo linfoma
de Hodgkin
A presencga de células HRS, sejam uni ou binucleadas, € mandatéria para fir-

mar a presenca de infiltragcdo neoplasica da medula 6ssea por linfoma de Hodgkin®,
contudo, alguns padrdes histolégicos sdo sugestivos mesmo na auséncia dessas cé-
lulas. A presencga de histiocitos atipicos é sugestiva de infiltragdo da medula 6ssea,
assim como a presenca de necrose ou fibrose®. Além disso, células HRS quase

nunca sao detectadas na auséncia do microambiente inflamatdrio caracteristico®®.

O padrao de infiltragdo da medula éssea pode ser focal ou difuso®. Na maior
parte dos casos o padrao difuso esta presente, substituindo o componente hemato-
poiético das trabéculas 6sseas por um infiltrado inflamatoério misto®. Quando focal, o
comprometimento pode ser na forma de nédulo ou placas que se mostram circunda-

das por tecido mieldide sem particularidades®.

Quando o padrédo de acometimento exibe de maneira inequivoca a célula
HRS em meio ao microambiente inflamatério tipico, recomenda-se chamar de infil-
tragéo por linfoma de Hodgkin®. Ja quando ha histidcitos atipicos em meio ao micro-
ambiente associado a célula HRS, mas nao se pode a identificar de maneira inequi-
voca, é preferivel se referir aos achados como sendo sugestivos de infiltragao por

linfoma de Hodgkin®.

4. Justificativa
A avaliagdo da medula 6ssea nos pacientes com diagndstico linfoma de

Hodgkin ainda é realizada, especialmente e locais que ndo dispéem do PET-CT.
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Trata-se de um procedimento que oferece poucos riscos ao paciente, contudo é des-

confortavel e oferece custos aos sistemas de saude.

A anadlise desse material inclui, basicamente, aspectos citologicos e morfoldgi-
cos avaliados, respectivamente, pelo mielograma e bidpsia de medula éssea. A infil-
tracdo da medula éssea pelo linfoma de Hodgkin é infrequente, mas, quando encon-

trada, acredita-se representar marcador de mau prognaostico.

Na literatura, existem discussdes sobre a necessidade desse procedimento
em vista da baixa taxa de deteccéo e da existéncia de outros fatores clinicos-labora-
toriais que possam ser usados no estabelecimento do progndstico desses doentes.
O presente estudo se justifica por investigar a utilizacdo da ferramenta da imunoisto-
quimica na tentativa de ampliar a capacidade de detec¢do da avaliagdo morfolégica
das bidpsias, além estudar o impacto desse diagndstico na evolugéao clinica desses

pacientes.

Ressalta-se o papel inovador do estudo, pois contribuira para a literatura com
possiveis implicagbes para pacientes, por ser um procedimento doloroso, para o sis-
tema, devido aos custos dessas biopsias, e para equipe médica, pelas questdes re-

lativas a precisao do diagndstico, evolugao e tratamento.

5. Objetivos

5.1 Objetivo geral:
Avaliar a infiltragdo da medula 6éssea em portadores de LH por meio de anali-

ses citolégica, morfoldgica e imunofenotipica.

5.2 Objetivos especificos:
a) Descrever os padrées medulares no contexto do linfoma de Hodgkin, independen-

temente da deteccgao de células neoplasicas.

b) Avaliar as amostras de medula éssea por meio de estudo imunoistoquimico, estu-

dando-se possivel ampliagao no poder diagndstico da analise cito-morfologica.
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c) Avaliar quais padrdes histologicos da medula éssea estdo associados a presenca

de células CD30 positivas

d) Correlacionar os padrées histolégicos entre si de modo a buscar aumentar a efi-

cacia da decteccao de infiltragao por linfoma de Hodgkin a histologia convencional
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Resumo
Background: O estadiamento de pacientes com linfoma de Hodgkin inclui avaliagéo

da medula 6ssea (MO). No caso da analise da MO por meio de material obtido na
bidpsia, buscam-se células de padrao Hodgkin-Reed-Sternberg em meio a fundo re-
acional. O presente estudo avaliou a utilizagdo da imunoistoquimica como ferramen-

ta para ampliar o poder de detec¢ado da da infiltragdo nas amostragens de MO.

Material e métodos: Foram selecionados 68 pacientes com diagndstico de linfoma
de Hodgkin entre 1998 e 2017, que tiveram seus prontuarios médicos revisados e
suas de biopsias e/ou aspirados de medula 6ssea revistos morfologicamente. Estu-
do de imunoistoquimica com CD30 e CD15 foram realizados. Os dados tabulados
O valor de p considerado significante foi quando menor que 0,05. Resultados. Hiper-
celularidade (n=33, p=0,019), plasmocitose (n=23, p=0,009), aumento de reticulina
(n=14, p=0,002), granulomas (n=5, p=0,000) e histiocitose (n=31, p=0,001) foram os
parametros que tiveram melhor associacdo com a deteccao de infiltracdo neoplasica
pela imunoistoquimica. O marcador CD30 foi mais util para utilizacdo do que o

CD15.

Concluséo: A utilizagdo do CD30 amplia a preciséo do diagnéstico de infiltracéo e o
aumento dareticulinica, a plasmocitose, a histiocitose e a presenca de granulomas
na medula éssea representam fatores indicativos da necessidade de complementa-

cao da avaliagdo morfolégica com a técnica imunoistoquimica.

Palavras-chave
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1. Hodgkin, Doenca de. 2. Linfoma. 3. Medula 6ssea. 4. Estadiamento de neo-

plasias.

Abstract

Hodgkin's lymphomas are malignancies characterized by the presence of
scant Hodgkin-Reed-Sternberg cells or, in lymphocytic nodular variants, by lympho-
cytic-predominant cells among a robust inflammatory infiltrate composed of lympho-
cytes, plasma cells, histiocytes and eosinophils. In order to increase the detection of
bone marrow infiltration by morphological evaluation of its biopsy, immunohistochem-
ical markers such as CD30 and CD15 are often used. The present study aims to
evaluate the importance of these markers in the detection of staging related bone

marrow infiltration by Hodgkin's lymphoma.

In total, 68 patients with a diagnosis of Hodgkin lymphoma between 1998 and
2017 were selected which had their biopsy slides and / or bone marrow aspirates re-
viewed. Immunohistochemical reactions were performed with the CD30 and CD15
markers. Histological variables analised comprises the plasmacitosis, eosinophilia,
reticulin fibers thickness increase, histiocytosis and granulomatous reaction pattern.
Comparisons between frequencies of histological and clinical variables were per-
formed using the Chi-Square Test and Fisher's Exact Test, when appropriate. The p

value considered significant was bellow 0.05.

Among the histological parameters evaluated, hypercellularity (n = 33, p =
0.019), plasmacytosis (n = 23, p = 0.009), reticulin increase (n = 14, p = 0.002), gran-
ulomas and histiocytosis (n = 31, p = 0.001) showed a statistically significant correla-
tion (p <0.05) with infiltration confirmed by immunohistochemistry (CD30 positive

cells).
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The findings of plasmacytosis, histiocytosis and presence of granulomas in the
bone marrow affected by Hodgkin's lymphoma correlate in a statistically significant
way with the presence of CD30 positive cells. The presence of increased reticulum is
also correlated with the presence of neoplastic cells in the bone marrow. This high-
lights the importance of the microenvironment in this neoplasia and how it can help

distinguish a high risk biopsy from a low risk one.

Key-words (MeSH): Hodgkin Disease, Lymphoma, Bone Marrow, Neoplasm Staging

*Based on submission guidelines of Diagnostic Pathology Journal, avaliable online:
https://diagnosticpathology.biomedcentral.com/submission-guidelines (acessed on

may 13th of 2019)
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Background
Linfomas de Hodgkin (LH) sdo neoplasias clonais caracterizadas pela presen-

¢a de células de Hodgkin-Reed-Sternberg (HRS) ou, nas variantes predominio linfo-
citico nodular, por células linfocitico-predominantes (LP)' em meio a robusto infiltra-
do inflamatoério composto por linfocitos, plasmacitos, histidcitos e eosindfilos'. Seu
estadiamento envolve determinar quais cadeias nodais estdo acometidas, sua rela-
¢ao com o diafragma, se ha ou n&o presenca de lesdo volumosa "bulky disease" e
que outros 6rgaos exibem comprometimento, como o figado, bago e medula 6ssea
(MO)"*. O acometimento da MO por linfoma de Hodgkin confere prognéstico mais re-

servado e classifica o paciente em estagio IV'*.

Segundo o Consenso de Lugano*, o método de escolha para a avaliagdo da
medula dssea tem é o exame de positron emission tomography with 2-deoxy-2-
[fluorine-18]fluoro- D-glucose integrated with computed tomography (18F-FDG PET-
CT), *. Entretanto, a bidpsia de medula éssea pode representar o Unico recurso dis-
ponivel para estadiamento®, seja por questdes relativas a custo ou logistica, ou mes-
mo pode representar uma indicagao clinica em situagdes especificas. A sensibilida-
de, a especificidade e o valor preditivo negativo da avaliacdo da MO por meio da
bidpsia sao inferiores em relacao a técnica de medicina nuclear, impondo-se um de-

safio aos patologistas durante a tarefa diagnostica*®.

A utilizagdo de marcadores imunoistoquimicos, como CD30 e CD15, sao dis-
cutidas como possibilidades técnicas a fim de se aumentar a detecgao de infiltragéo.
O presente estudo avaliou a estadiamento, buscando-se caracterizar a histo-
patologia medular e associar os elementos descritos com os resultados da imunois-

toquimica. .
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Metodologia
Estudo retrospectivo transversal com pacientes com diagnéstico de LH sub-

metidos a bidpsia e/ou aspirado de medula 6ssea para estadiamento entre os anos

de 1998 e 2017.

Foram selecionados, inicialmente 72 pacientes com diagnostico anatomopato-
l6gico de linfoma de Hodgkin, nodal ou extranodal, independentemente do subtipo e
que possuiam seguimento clinico pela disciplina de Hematologia do Departamento
de Clinica Médica no complexo Hospital das Clinicas e Faculdade de Medicina de
Botucatu (HC-FMB-UNESP). Esses pacientes foram selecionados a partir dos lau-
dos anatomopatoldgicos, pesquisados no sistema de arquivos do Departamento de
Patologia do HC-FMB-UNESP. Os pacientes selecionados precisavam ter os materi-
ais das biopsias e/ou aspirados de MO disponiveis no Departamento de Patologia do
HC-FMB-UNESP em condi¢des satisfatorias para analise morfolégica e realizagao
de estudo imunoistoquimico. Diante disso, quatro pacientes foram excluidos do estu-
do, culminando em amostragem final de 68 pacientes. O estudo foi aprovado pelo
comité de ética em pesquisa do HC-FMB-UNESP sob numero

83424718.4.0000.5411.

Os prontuarios foram revisados e informagdes clinicas foram coletados em
formulario especifico contendo informagdes quanto ao sexo, idade no momento do
diagnostico, presenga de sintomas “B”, terapéutica adotada, estadiamento e presen-
¢ca ou nao de infecgao pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV). Os pacientes
selecionados tiveram suas laminas de bidpsias e/ou coagulos de aspirados de me-
dula éssea revisadas por patologistas com experiéncia em Hematopatologia. Além
da coloragao histolégica convencional por hematoxilina-eosina, foram aliadas sec-

¢bes coradas por técnicas de Perls e reticulina.
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Apds serem consideradas representativas, foram avaliados os seguintes
itens: 1) presenca de hipercelularidade, definida como celularidade global acima do
limite superior para a idade segundo a relagdo 100-idade do paciente; 2) contagem
de eosindfilos, definida como o numero de eosinofilos em um campo de grande au-
mento que contém a maior densidade dessas células (hotspot); 3) linfocitose intersti-
cial, definida pelo aumento do numero de linfécitos ndo-neoplasicos nas zonas in-
tersticiais; 4) acumulos linfoides, definidos por acumulos de linfécitos com ou sem
centro germinativo nas areas nao-infiltradas da medula 6ssea ou coagulo de medula
0ssea; 5) plasmocitose, definida como contagem plasmocitaria acima de 1% do valor
relativo, quando comparado ao volume celular total; 6) hiperplasia megacariocitica,
definida como acumulos de megacariocitos acima de 15 células/mm?, na zona de
maior acumulo megacariocitario; 7) status da trama reticulinica, definida como a pre-
senca de bandas de reticulina, a coloragdo homénima, e considerada aumentada
quando maior que NF2; 8) presenca ou auséncia de granulomas, definidos como
acumulos de linfécitos, histiocitos e outras células inflamatérias em padrao granulo-
matoso com ou sem células gigantes multinucleadas; 9) histiocitose, definida como
aumento no numero de histiocitos no intersticio nao-infiltrado; 10) ectasia vascular,
definida como aumento do calibre dos vasos sanguineos acima de 1,5 vezes o ta-
manho normal. A avaliacdo por hematoxilina-eosina, determinou-se, baseado nos

critérios acima, se a medula era suspeita para infiltracao ou nao.

As reagdes de imunoistoquimica foram realizadas no Departamento de Pato-
logia do HC-FMB-UNESP conforme protocolo do servico, que envolve desparafiniza-
c¢ao em xilol, passagem em etanol absoluto e hidratacdo, seguido por bloqueio da
peroxidase enddégena em agua oxigenada 3% e recuperagao antigénica em citrato

de sddio 0,21% pH 6.0 em camara de pressdo. Em seguida é realizada a incubacéao
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com os anticorpos primarios e posteriormente com os anticorpos secundarios (Anti-
Mouse/Anti-Rabbit), utilizando-se o0 método de detecgéo por polimeros. Por fim, é re-
alizada a revelagdo com o cromogeno 3,3-diaminobenzidina, contra-coloragdo com
hematoxilina de Harris e desidratacdo em etanol, diafanizagdo em xilol e montagem

em resina sintética.

Os marcadores utilizados foram CD30 (Ber-H2, Dako, 0.0015Mol/L) e CD15
(Carb-3, Dako, 0.0015Mol/L), que foram aplicados a amostra mais suspeita do ponto
de vista morfolégico dos casos em que foi realizado o procedimento de amostragem
bi-crista iliaca, ou a amostra unica de biopsia de medula éssea ou, nos casos sem
bidépsia de medula éssea, o estudo imunoistoquimico foi aplicado ao coagulo parafi-

nizado de medula 6ssea.

Foi realizada avaliagao descritiva dos dados morfolégicos, imunoistoquimicos
e clinicos. As variaveis quantitativas foram tabuladas e analisadas pelo seu percen-
tual. As comparacgoes entre as frequéncias das variaveis histolégicas e clinicas fo-
ram realizadas com testes paramétricos e ndo paramétricos, quando apropriados. O
valor de p considerado significante foi quando menor que 0,05. Para os testes diag-
nosticos, calcularam-se a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo, acuracia e razao de probabilidade, quando apropriados. Os dados
foram analisados usando o SPSS para Windows, versdo 15.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, EUA).
Resultados

Dos 68 pacientes com avaliacdo de MO para estadiamento, 32 (47,4%) eram
mulheres. O total de coagulos de medula éssea foi de 2 casos (2,9%) enquanto que
as bidpsias totalizaram 66 casos (97,1%). Em relagdo aos subtipos dos linfomas de

Hodgkin, com excec¢do de um (1,5%) todos eram classicos, sendo que 49 (72%)
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eram esclerose nodular, sete (10,2%) eram celularidade mista, 2 (2,9%) eram rico
em linfocitos, 1 (1,5%) era deplegéao linfocitaria e sete (11,9%) eram classicos inde-
terminados. Oito casos (11,8%) demonstraram infiltragdo da medula 6ssea confirma-
da por imunomarcagéao positiva paraCD30, sendo que, em dois casos (2,9%) houve
imunomarcacao positiva concomitante para CD15. A presenca de células CD30,
nesses contextos, sdo confirmatoérios da infiltragdo neoplasica por LH. Sete pacien-
tes (10,3%) que foram positivos para a infiltragdo na avaliagdo imunoistoquimica,
nao teriam sido assim classificados somente com a avaliagdo morfolégica realizada

na revisao das laminas durante o estudo.

Considerando os estadiamentos prévios dos pacientes, contidos nos laudos e
prontuarios médicos, oito pacientes modificariam seu estadio com a realizacdo da

imunoistoquimica, sendo que sete reduziriam seu nivel e um elevaria seu nivel.

A tabela | exibe a analise do poder diagnéstico da avaliagdo morfoldgica, con-
siderando a imunoistoquimica como o teste padrao-ouro. Observam-se sensibilidade
e valor preditivo negativo elevados, alcangando 100%. O indice kappa de 0,64 evi-

dencia uma boa concordancia.

Dos parametros histolégicos avaliados (tabela Il), hipercelularidade (n=7;
87,5%, p=0,022), aumento de reticulina (n=5; 62,5%, p=0,0072, granulomas (n=5;
62,5%, p<0,001) e histiocitose (n=8; 100% p=0,001) demonstraram associag¢ao esta-
tisticamente significativa com infiltracdo neoplasica confirmada por imunoistoquimi-
ca. Nao foi detectada associagdo estatisticamente significativa entre paréametros
clinicos (tabela 1) como a presenga de sintomas "B" e infiltragdo da medula 6ssea

confirmada por estudo imunoistoquimico (n=7; 87,5%, p=0,168), assim como nao
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houve entre obito e infiltracdo (n=2; 25%, p=0,110) e infecgdo por virus da imunode-

ficiéncia adquirida (HIV) e infiltragdo da medula (n=1; 12,5%, p=0,233).

O achado de granulomas na medula éssea esta associado a uma sensibilida-
de de 62,5%, especificidade de 98,4%, valor preditivo positivo de 83,3%, valor predi-
tivo negativo de 95,2, acuracia de 94,2%, indice kappa de 0,68 (substancial®;
p<0,0001), conforme exposto na Tabela Ill. A jungdo de granulomas e histiocitose

aprimora ainda mais esses valores, que estdo destacados na Tabela IV.

A presenca de ectasias vasculares (n=4; 50%; p=0,408) e linfocitose interstici-
al ou associada a acumulos linfoides (p=0,349) ndo mostraram associagao estatisti-
camente significativa com a infiltragdo da medula éssea demonstrada por imunomar-

cagao com CD30 (tabela I).

A presenga de eosinofilia ndo se associou estatisticamente com a infiltragéao
da medula 6ssea (n=8; 100%; p=0,143), embora esteja presente na maior parte dos
casos (n=55; 80,9%). Além disso, a diferenca entre as médias das contagens de eo-
sinofilos entre os casos infiltrados (n=8/55; média=91,87+/-9,41 eosindéfilos em cam-
po de grande aumento) e os casos livres de neoplasia (n=47/55; média=102,36+/-

7,16) nao foi estatisticamente significativa (p=0,388; teste T-student).

O aumento da reticulina, cuja associagao foi observada com infiltracdo neo-
plasica, nesse estudo, foi avaliada também na curva ROC, com area sob a curva de
0,829 (p=0,003; 1C95%=0,655-1,000). Valores acima de MF2 para a reticulina tive-
ram especificidade para deteccao de infiliracao de 98,3%, ainda que a sensibilidade
seja de 50%. Entre os oito pacientes identificados com infiltracdo neoplasica medu-
lar, quatro (50%) foram classificados como MF3, estagio maximo do aumento da reti-

culina, o qual ja evidencia presenga de colageno (p<0,001).
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Discusséo
A biépsia de medula 6ssea fez parte por muitos anos do rol de procedimentos

diagndsticos necessarios ao estadiamento dos pacientes portadores de linfoma de
Hodgkin®, sendo recentemente substituida pelo 18F-FDG PET-CT como modalidade
diagndstica inicial nos protocolos internacionais™. Entretanto, a bidpsia de medula
Ossea ainda tem seu espago em muitos servigos de Hematologia, tanto no ambito
nacional como internacional. Em virtude dos aspectos reacionais da medula 6ssea
do paciente com LH, a detecgdo morfolégica das atipias neoplasicas verdadeiras
pode representar um desafio ao patologista. O presente estudo acrescentou a ferra-
menta da imunoistoquimica na avaliagdo da MO desses pacientes visando aprimorar

a precisao do diagndstico anatomopatolégico.

A avaliacao de infiltragdo pelo método morfolégico tem alto valor preditivo ne-
gativo, ou seja, se aplica a situagao de exclusdo de casos suspeitos. Muito provavel-
mente isso esta intimamente relacionado a presenga de fatores morfolégicos téo
marcantes (tabela 1) como a presenga dos granulomas e macrofagos. De fato, a con-
cordancia é boa (kappa=0,64), mas o valor preditivo positivo é baixo (53,3%), valori-

zando a necessidade do complemento pela imunoistoquimica.

Os critérios histologicos de comprometimento da medula éssea por esse linfo-
ma envolvem a presenca de infiltrado inflamatério associado a aumento das fibras
reticulinicas, desorganizag¢ao do colageno e presencga das células de Hodgkin-Reed-
Sternberg (HRS)"'2. Contudo é raro encontrar estas células dispostas de maneira
convincente na medula 6ssea e outros achados sido encarados como ominosos, a

despeito da auséncia de células HRS indiscutiveis.

Hipercelularidade € um achado recorrente nas bidpsias de medula 6ssea dos

pacientes com linfoma de Hodgkin, mesmo na auséncia de infiltragdo neoplasica™.
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Aumento das séries granulocitica e megacariocitica sao relatadas em casos de infil-
tracdo focal ou sem infiltragdo da medula 6¢ssea™. Plasmocitose também é um acha-
do recorrente em bidpsias de medula 6ssea de pacientes com linfoma de Hodgkin,
ndo necessariamente acometidos pela neoplasia'™. Células HRS provocam altera-
¢des no microambiente de modo a favorecer sua sobrevivéncia, uma delas é o re-
crutamento de infiltrado inflamatdrio por meio da secrecao de citocinas, como CCL28

e CXCL16, capazes de recrutar eosinofilos e plasmdcitos™.

A hipercelularidade foi um fator que se mostrou relacionado a presenca de cé-
lulas neoplasicas, contudo € um padrao morfolégico que, isolado, mostra baixo valor
preditivo positivo. Essa caracteristica pode ser entendida no contexto da resposta in-
flamatdria sistémica presente em pacientes com linfomas de Hodgkin'3°. Células
HRS secretam quimiocinas capazes de atrair células inflamatérias, sobretudo IL-1,
IL-6 e TNF-a, por isso € comum a presenca de anemia associada a inflamacéao
crénica em pacientes com linfomas de Hodgkin'®. Fatores estimuladores de col6nias
de granuldcitos (G-CSF) e mondcitos (GM-CSF) também sao secretados por fibro-
blastos estimulados por células HRS' que podem provocar, na medula éssea, hiper-

plasia de série granulocitica ndo necessariamente associada a infiltragdo neoplasica.

Eosindfilos sdo células da imunidade inata frequentemente encontradas em
meio ao microambiente em que se inserem as células HRS'??. A expressdo de
CD30L confere aos eosindfilos um papel central na manutengao dos estimulos onco-
génicos a célula HRS?. A presencga de eosindéfilos em um linfonodo com arquitetura
alterada é um sinal de suspeita para infiltragao por linfoma de Hodgkin™*'. Entretan-
to, indo de encontro aos achados caracteristicos da doenca nodal e confirmando

achados de outros estudos de biopsias de medula dssea®**, eosinofilia na medula
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o0ssea nao se correlacionou com a presenca de células HRS CD30 positivas no pre-
sente estudo. Classicamente, tem-se a eosinofilia e a plasmocitose como parame-
tros indiretos de infiltragdo ou parametros sugestivos de infiltragdo. O atual estudo
nao encontrou associacao entre esses achados a infiltracdo neoplasica confirmada
na imunoistoquimica. E provavel que a elevagdo de eosindfilos e plasmocitos esteja
muito mais relacionada ao microambiente inflamatério promovido pela doenca do

que propriamente dito a presencga de células neoplasicas.

Histiocitose € uma caracteristica peculiar a infiltracdo da medula 6ssea por lin-
foma de Hodgkin'"'2. Em linfonodos acometidos por linfoma de Hodgkin, a presenca
de histiécitos CD68 positivos esta correlacionada a piores desfechos progndsticos™.
E possivel a presenca desse infiltrado na medula éssea seja uma das razées de
mau comportamento biolégico dessa neoplasia. A deteccédo a coloragao histoldgica
convencional por hematoxilina-eosina dessas células, no presente estudo, associou-
se com a presenca de células CD30 positivas na medula 6ssea, indicando um possi-

vel marcador de infiltragdo da medula dssea.

Quando associados os achados de histiocitose e formagéo de granulomas, os
valores preditivos positivos e negativos sao de 100% e 95,2%. Esses padrdes histo-
l6gicos, ao presente estudo, associam-se aos casos com a presenca de células
CD30 positivas (p<0,001). Esse achado reforca o que ja consta na literatura, ainda
que de forma escassa: histiocitose atipica isolada e histiocitose aliada formacao de
granulomas sdo caracteristicas associadas a infiltragdo por células HRS'"'2 A pre-
senga de granulomas nas estruturas nodais, principalmente, diagnosticadas com LH

é discutida na literatura, pois pode ser um complicador diagnéstico levando a dife-

75



renciais infecciosos e de sarcoidose. Nao é tao frequente na pratica patoldgica,

como se observou no contexto da medula éssea.

O aumento da reticulina € um fendmeno descrito nos linfomas de Hodgkin'""2,

O colageno tipo IV secretado por fibroblastos recrutados por células HRS induz so-
brevivéncia destas células por meio da ativagédo da via RTK™. Além disso, fibroblas-
tos em intima relagao com células HRS exibem aumento da secrecao de interleucina
IL-1, IL-6 e TNF-a, promovendo ambiente pro-inflamatorio'. O achado da associa-
cao entre aumento da reticulina e presenca de células CD30 positivas na medula 6s-
sea corrobora a hipbtese da alteracdo do microambiente induzido pelas células

HRS'"2

O presente estudo, além de mostrar a ampliacao da deteccéo de infiltragcao
neoplasica com o apoio da imunoistoquimica, reconhece o aumento de custos que
esse exame poderia trazer aos diferentes sistemas de saude. Por isso, a informacéao
de parametros histolégicos como a reticulina e os granulomas com histiocitose sao
tao relevantes. Eles podem servir como guias morfoldgicos aos patologistas na sele-
¢ao das medulas 6sseas que mais necessitem da avaliagdo imunofenotipica com o

CD30.

A identificagdo morfologica da célula HRS na medula éssea pode ser dificil e
muitas vezes & necessario uso de recurso imunoistoquimico™. Aliar a pesquisa com
anticorpo CD30 aos achados de granulomas com histiocitose podem ser ferramen-
tas histopatolégicas facilitadoras da deteccédo do clone neoplasico nas medulas 6s-
seas de linfomas de Hodgkin, independente da presenca de hipercelularidade. Iden-

tificar esses trés padrées morfologicos e associar a imunomarcagao com CD30 se

76



mostrou, conforme resultados do presente estudo, um procedimento com alto valor

preditivo positivo e negativo.

Conclusao

Os achados de plasmocitose, histiocitose e presenga de granulomas na me-
dula 6ssea acometida por linfoma de Hodgkin se correlacionam de maneira estatisti-
camente significativa a presenga de células CD30 positivas. A presenga de reticulo
aumentado também esta correlacionada a presencga de células neoplasicas na me-
dula 6ssea. Apesar de ser uma caracteristica rotineiramente descrita como associa-
da ao linfoma de Hodgkin, a presenga de eosindfilos aumentados na medula éssea
nao esta correlacionada com a presenga de ceélulas diagndsticas. Ao patologista,
buscar por esses parametros em associagdo a pesquisa por células CD30 pode le-

var a uma maior detecg¢ao da infiltragdo neoplasica em bidpsias de medula éssea.
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Tabela I — Avaliagdo do poder preditivo dos achados histopatologi-
cos para a detecgdo de infiltracdo da medula dssea, tendo como pa-
dr2o ouro o exame de imunoistoquimica.

Sensibilidade (%) 100
Especificidade (%) 88,3
Valor preditivo positivo (%) 53,3
Valor preditivo negativo (%) 100
Acurécia (%) 89,7
indice kappa 0,64

p-valor <0,001




la IT — Associacdo das caracteristicas andtomo-clinicas com a detec¢do de infiltragdo neoplésica apds imunoistoquimico, em
68 pacientes com linfoma de Hodgkin

Pacientes com infiltracdo neoplasica na MO (n=8)

n % p-valor*
rcelularidade global 7 87,5 0,022
10filia 8 100 0,165
citose - - 0,457
nocitose 6 75 0,150
'plasia megacariocitica 5 62,5 0,474
ento da reticulina 5 62,5 0,007
ulomas 5 62,5 <0,001
Ocitose 8 100 0,001
ia vascular 4 50 0,324
mas B 7 87,5 0,268
1¢d0 para Obito 2 25 0,110
¢ao pelo HIV 1 12,5 0,233

a IIT - Associagao entre os principais achados histologicos da medula 6ssea com a deteccao de infiltragao neoplésica no exa
unoistoquimica, em andlise individual.

granulomas | histiocitose | hipercelularidade | plasmocitose reticulina aument
bilidade (%) 62,5 100 87,5 75 62,5
ificidade (%) 98,4 61,7 56,7 71,7 85
preditivo positivo (%) 83,3 25,8 21,2 26,1 35,7
preditivo negativo (%) 95,2 100 97,1 95,6 94,4
acia (%) 94,2 66,2 60,3 72,1 82,4
kappa 0,68 0,27 0,19 0,26 0,36
r <0,0001 <0,0001 0,022 0,015 0,007

*p-valor<0,05.
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Tabela IV — Avaliacdao do poder preditivo dos achados combinados
de granulomas e histiocitose em relag@o a deteccdo de infiltragdo da
medula dssea

Granuloma e histiocitose

Sensibilidade (%) 62,5
Especificidade (%) 100
Valor preditivo positivo (%) 100
Valor preditivo negativo (%) 95,2
Acurécia (%) 95,6
indice kappa 0,75
p-valor <0,0001
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Figura I: histiocitose e esbogos de granulomas em medulas dsseas acometidas por linfoma de Hodgkin. a) plasmacitos e
histidcitos sdo identificaveis; b) em meio a esse infiltrado inflamatoério e precursores hematopoiéticos ha células CD30 positivas;
c) infiltracdo peritrabecular por linfoma de Hodking; d) a coloragdo histolégica convencional ha raros histidcitos em meio a série
granulocitica madura.
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