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RESUMO

O Linfoma de Hodgkin (LH) inicia-se no sistema linfatico, conjuntocomposto por
orgaos e tecidos que produzem as células responsaveis pela imunidade e vasos que
conduzem essas ceélulas através do corpo. As proteinas do checkpoint imune
encontram-se superexpressas no LH. Neste sentido, a expressaotumoral de PD-1, PD-
L1, PD-L2 e CTLA-4 pode emergir como um potencial biomarcador preditor de
resposta a imunoterapia no LH. O objetivo do estudo foi avaliar a expressao das
proteinas PD-1, PDL-1 e CTLA-4 em pacientes com LH associando aos marcadores
clinicos, com escores progndsticos e tratamento. Trata-se de um estudo de natureza
quantitativa e corte retrospectivo dos pacientes com diagndstico histopatolégico de LH.
Foramselecionados um total de 52 pacientes com LH, os critérios de inclusao foram
pacientes com tratamento oncoldgico realizado no Hospital Universitario Walter
Cantidio (HUWC), adultos, de ambos os sexos, com idade igual ou superior a 18 anos
diagnosticados no periodo de 2015 a 2019. Os dados sociodemograficos, clinicos e
laboratoriais foram obtidos nos prontuarios médicos. Para a analise da expressao das
proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-4 foi realizada a técnica de imuno-histoquimica de
forma automatizada utilizando bidpsia de linfonodo de pacientes com LH. A maioria
dos pacientes tinham menos de 29 anos (67,31%), sexofeminino (55,77%) e sexo
masculino (44,23%), o estagio clinico mais prevalente foio estagio Il (40,38%), o tipo
de sintomatologia foi B (76,92%), A maioria de LH foi EN (73,08%) e CM (19,23%). O
IPS de bom prognéstico com pontuagdes 2 e 3 (71,15%). A expressao das proteinas
PD-1, PD-L1 e CTLAA4 foi positiva em 50%, 86,54% e 75% na biopsia de linfonodo de
pacientes com LH. Quanto a intensidade de marcagdao a 21,15% apresentaram
marcacgao forte da proteina PD-1, 36,46% apresentaram marcacao forte de PD-L1 e
para CTLA4 a maioria dos pacientes 36,54% apresentaram marcacgao fraca dessa
proteina. Nas analises de associacdo da expressao das proteinas com as variaveis
sociodemograficas e clinicas, ndo observamos associagdo do sexo e idade com a
expressao positiva de PD-1, PD-L1 e CTLA4 (p>0,05). A expressado proteica
aumentada de PD-1 mostrou associacdo com a resposta completa ao primeiro
tratamento (p=0,042) e com a nao necessidade de segunda terapia(p=0,008). A
expressao positiva de PD-L1 associou com o uso exclusivo de ABVD (p 0,046) e a
expressao positiva de CTLA4 associou com o0 ndo comprometimento do mediastino
(p= 0,049), com a resposta completa ao segundo tratamento (p 0,023) e com a
resposta completa na condi¢ao final do paciente com LH (p=,045). A expressao
positiva de PD-1 com intensidade moderada de marcacdo associou com menor
sobrevida livre de progressao (SLE) com mediana de 1,53 anos tanto para as analises
de até 10 anos (p 0,0001) como para analises de 5 anos (p=0,00027). N&do observamos
associacao entre a expressao de PD-1, PD-L1 e CTLA-4 com a menor sobrevida
global (SG). Conclui-se que ao diagnostico houve um aumento da expressédo das
proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-4 em paceintes com LH e que as mesmas estao
associadas com associa¢cao com variaveis clinicas e a sobrevida livre de doenga (SLE),
reforcando o potencial biomarcador dessas proteinas no tratamento e no prognostico dos
pacientes com LH.

Palavras-chave: Linfoma de Hodgkin, Checkpoint , Imuno-histoquimica, Sobrevida
global, Sobrevida livre de doenca.



ABSTRACT

Hodgkin's Lymphoma (HL) originates in the lymphatic system, a complex made up of
organs and tissues responsible for the production of immune cells and vessels that
transport these cells throughout the body. Immune checkpoint proteins are
overexpressed in HL. In this context, the tumor expression of PD-1, PD-L1, PD-L2, and
CTLA-4 may emerge as potential predictive biomarkers for immunotherapy response
in HL. The study aimed to evaluate the expression of PD-1, PD-L1, and CTLA-4
proteins in HL patients, correlating them with clinical markers, prognostic scores, and
treatment. This is a quantitative and retrospective study of patients with a
histopathological diagnosis of HL. A total of 52 HL patients were selected based on
criteria, including undergoing oncological treatment at Walter Cantidio University
Hospital (HUWC), being adults of both genders, aged 18 or older, diagnosed between
2015 and 2019. Sociodemographic, clinical, and laboratory data were obtained from
medical records. Immunohistochemistry using automated techniques with lymph node
biopsies from HL patients was employed to analyze the expression of PD-1, PD-LA1,
and CTLA-4 proteins.Most patients were under 29 years old (67.31%), with 55.77%
females and 44.23% males. The most prevalent clinical stage was Stage Il (40.38%),
and the B type of symptomatology was predominant (76.92%). The majority had
nodular sclerosis (73.08%) and mixed cellularity (19.23%). A good prognostic IPS with
scores 2 and 3 was observed in 71.15% of cases. Protein expression was positive in
50%, 86.54%, and 75% in HL patient lymph node biopsies. Regarding the intensity of
marking, 21.15% showed strong PD-1 protein marking, 36.46% showed strong PD-L1
marking, and for CTLA4, the majority of patients (36.54%) had weak marking of this
protein. In the analysis of protein expression association with sociodemographic and
clinical variables, no association was observed between gender and age with positive
expression of PD-1, PD-L1, and CTLA4 (p>0.05). Increased protein expression of PD-
1 was associated with a complete response to the first treatment (p=0.042) and no
need for a second therapy (p=0.008). Positive PD-L1 expression was associated with
exclusive ABVD use (p=0.046), and positive CTLA4 expression was associated with
no mediastinal involvement (p=0.049), a complete response to the second treatment
(p=0.023), and a complete response in the final condition of the HL patient (p=0.045).
Positive PD-1 expression with moderate marking intensity was associated with shorter
progression-free survival (PFS) with a median of 1.53 years for both analyses up to 10
years (p=0.0001) and 5 years (p=0.00027). No association was observed between PD-
1, PD-L1, and CTLA-4 expression with overall survival (OS). In conclusion, there was
an increase in the expression of PD-1, PD-L1, and CTLA-4 proteins at diagnosis in HL
patients, and these were associated with clinical variables and disease-free survival
(DFS), reinforcing the potential biomarker role of these proteins in the treatment and
prognosis of HL patients.

Keywords: Hodgkin's Lymphoma, Checkpoint, Immunohistochemistry, Overall
survival, Survival free of doenca.
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1 INTRODUGCAO
O Linfoma ou doenga de Hodgkin (LH) € um tipo de cancer que surge no sistema

linfatico, composto por 6rgaos (linfonodos ou ganglios) e tecidos que produzem as células
responsaveis pela imunidade e vasos que conduzem estas células através do corpo
(INCA, 2018; Momotow et al., 2021).

O LH tem incidéncia aumentada em adultos jovens, bem como em pacientes acima
de 55 anos. No Estado do Ceara, a maioria dos casos de LH foram descritos na faixa
infanto juvenil, aos 10 anos de idade e na fase adulta, em pacientes com idade menor
que 49 anos (Monteiro et al., 2016).

Quanto a etiologia do LH, n&do existem fatores de risco claramente definidos para
o desenvolvimento desta doencga, mas acredita-se que o LH esta asscoaidos a fatores
geneticos, exposi¢des virais e supressao imunoldgica (Ansell, 2022).

O mecanismo envolvido na supressao imune no LH, envolve a desregulacao dos
checkpoints imunes na ativacao das celulas T. Os check-point imune s&o receptores
estimulatérios ou inibitérios que regularam a ativagdo das celulas T em diferentes
momentos para manter a autotolerdncia imune. Dos check-point inibitérios temos o
receptor de morte programa 1 (PD-1) e seuligante (PD-L1) e o antigeno 4 associado ao
linfotico T citotoxico (CTLA-4). Em linfonodos esse mecanismo € desregulado devido a
alta expresséo dessas proteinas na superficie das células fazendo com que a regulagéo
da ativacdo dos linfocitos seja ineficaz promovendo evasdo do sistema imune
favorecendo o tumor (Calado, 2019; Souza et al., 2021).

No LH, as células de Reed-Sternberg, células caracteristicas do linfoma de
Hodgkin, comumente superexpressam ligantes PD-L1 e diante disso a imunoterapia
apresenta-se de forma promissora como uma alternativa de tratamento em pacientes
refratarios a quimioterapia. A imunoterapia com os inibidores do checkpoint imune (ICls)
anti PD-1, anti PD-L1 e anti- CTLA-4, bloqueiam a ligacdodos receptores com seus
respectivos ligantes e, com isso, o sistema imune consegue identificar e combater o
cancer. Os ICIs tém demonstrado eficacia clinicaem diversos tipos de tumores, bem como
no LH (Sharma; Allison, 2015).

Portanto, avaliar a expressao das proteinas PD-1, PD-L1 E CTLA-4 pode ser
sugestivo para indicagao do uso do ICIS, sugerindo uma melhor eficacia em relagaoa esse

tipo de tratamento e evitando, assim, possiveis reagdes adversas contra a imunoterapia
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(Teixeira et al., 2019; Reis et al., 2020).

A importancia deste estudo foi a demonstracédo da expressao das proteinasPD-1,
PD-L1 e CTLA-4 associado a fatores clinicos, sociodemograficos, escore prognostico e
esquemas de tratamento para avaliar o fator indicativo de tratamentocom ICls para uma
melhor qualidade de vida dospacientes com LH. Contudo, enfatiza-se avaliar o impacto

do nivel de expressao dessas proteinas nos pacientescom LH do nordeste brasileiro.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Inicios do linfoma de Hodgkin classico (LHc)
Os linfomas sdo um grupo de neoplasia (linfonodos) hematopoiéticas e, entre

essas, esta o linfoma de Hodgkin Classico (LHc) que pertence a uma familia de linfomas
com caracteristicas particulares. Os primeiros relatos dessa doencga/patologia foram
feitos por Thomas Hodgkin em 1832. Porém, foi somente em 1865 que Samuel Wilks,
com o reconhecimento de novos casos e o trabalho de Hodgkin, deuo nome "doenga de
Hodgkin" em homenagem ao seu descobridor, nome usado para mais de um século e
atualmente denominado LH, de acordo com a atual classificagao da Organizagdo Mundial
da Saude (OMS), para neoplasias linfo- hematopoiéticos (Avila et al., 2021).

Globalmente, estima-se que 83.087 pessoas foram diagnosticadas com LH em
2020. Estima-se que este ano ocorram 920 mortes (550 homens e 370 mulheres) devido
a esta doenca. A taxa desobrevida vem aumentando desde 1975 gracas a melhorias no
tratamento. De 2010 a 2019, a taxa de mortalidade diminuiu 4,5% ao ano. Em 2020,cerca
de 23.376 pessoas em todo o mundo morreram de LH (Cancer Facts & Figures, 2022).

As estatisticas sdo estimativas calculadas de novos casos: 2.640, sendo 1.590
homens e 1.050 mulheres (2020 - INCA); e o numero de mortes: 455, sendo 256 homens
e 199 mulheres (2020 - Atlas De Mortalidade Por Cancer - SIM). Em paises
industrializados, tém sido descrito que a LH tem distribuigdo bimodal em relagao a idade,
com pico inicial aos 20 anos e 0 segundo pico porvoltados 50 anos. No Estado do Cear3,
Brasil, os casos de LH foram mais descritos no grupo infanto-juvenil, aos 10 anos, e na
fase adulta, nosmenores de 49 anos. No Brasil, existem dados que registram a evolugao
do cancerem escala progressiva, caracterizando-o como um agravamento relevante em
termos de saude publica (Monteiro et al., 2016).

Dentre as caracteristicas da doenga, destaca-se o inicio precoce, as raras células

malignas, que sdo grandes células multinucleadas derivadas de linfocitos B (conhecidas
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como células de Hodgkin e Reed-Sternberg (HRS) e geralmente estdo presentes em um
microambiente rico em células efetoras imunes; e a elevada taxade cura, mesmo quando
0 paciente apresenta quadro metastatico avancado, alémde uma boa sensibilidade a
radioterapia (Connors et al., 2020; Cerchione et al., 2022).

A fisiopatologia do LH esta cada vez mais compreendida. As HRS originam-se de
células B do centro germinativo que perderam seu fenétipo de célula B devidoa aquisicao
de mutacgdes génicas. Os eventos transformadores envolvidos na geragdo de células
HRS s&o apenas parcialmente compreendidos, mas varias lesdes genéticas envolvendo
as vias de sinalizacdo do fator nuclear kB ou Jak-Stat, PI3K-Akt, Erk, AP1, notch 1 e
receptores de tirosina quinases e de evasao imune sao relacionados com a origem das
células HRS (Takahara et al., 2022; Weniger et al., 2021; Momotow et al., 2021).

Além da sinalizagdo desregulada das vias de sobrevivéncia intracelular e
sinalizacao de proliferacao, as células HRS requerem um microambiente celular peculiar
(TME), extremamente inflamatorio, que apoia sua sobrevivéncia e proliferacéo
escapando dos ataques das celulas T citotoxicas ou NK (Takahara et al., 2022; Weniger
et al., 2021; Momotow et al., 2021).

Portanto, com a combinagdo de tais lesdes genéticas e multiplas interagdes
celulares no microambiente com a ativagao constitutiva de muitas vias de sinalizagao, as
células HRS surgem a partir das células mononucleares de Hodgkincomo consequéncia
da citocinese incompleta e da refusdo das células-filhas (Takahara et al., 2022; Weniger
et al., 2021; Momotow et al., 2021).

As células tumorais LH constituem apenas cerca de 5% da massa tumoral; em

geral, o gene mais frequentemente mutado no LH é o STAT6 (Maco et al., 2022).

1.2 SUBTIPOS HISTOLOGICOS DO LINFOMA DE HODGKIN CLASSICO /
CLASSIFICACAO DO LINFOMA DE HODGKIN
O LHc é responsavel por aproximadamente 95% de todos os LH e é ainda

subdividido em quatro subgrupos: esclerose nodular (LHEN), rico em linfécitos (LHRL),
celularidade mista (LHCM) e deplegao de linfécitos (LHDL) (Momotow et al., 2021). Os
quatro subtipos de LHc diferem em suas caracteristicas clinicas, padréao de crescimento,
fibrose,composigdo do ambiente celular, niumero e grau deatipia de células de Reed-
Sternberg (células RS) e frequéncia de infecgdo viral porEpstein-Barr. No entanto,o

imunofendtipo das células tumorais (células RS) € o mesmo em todas as quatro variantes
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(Torres; Hidalgo, 2009).

1.2.1 Linfoma de Hodgkin classico esclerose nodular (EN/LHCEN/NSHL)
A esclerose nodular (EN) € um tipo histoldgico frequentemente encontrado em

portadores de LH. Morfologicamente, o LHCEN pode ser diferenciado dos demais tipos
devido a presencga de bandas de fibrose que delimitam nddulos celulares (Pracchia et al.,
2005).

O LHCEN, de origem linfoide da célula B do centro germinativo (CG), apresenta
agregados de células dendriticas foliculares (CDF), HRS e variantes, células B formando
complexos relacionados ao CG, sugerindo uma associagao entreesclerose nodular e

formacgéo do centro germinativo (Almeida et al., 2006).

1.2.2 Linfoma de Hodgkin classico celularidade mista (CM/ MCHL)
O LHCM corresponde a cerca de 15%-25% dos casos de LH. O fundo inflamatério

€ variado, composto por linfocitos, eosindfilos, plasmaécitos e neutrdfilos. Os linfécitos T,
assim como nos outros tipos classicos constituem o infiltrado linfoide predominante e

podem formar rosetas ao redor das célulasneoplasicas (Santos dos Reis, 2013).

1.2.3 Linfoma de Hodgkin classico rico em linfécitos (RL/ LRHL)
O LHRL comumente mostra um padrdo de crescimento nodular em um fundo

inflamatdrio constituido predominantemente por linfécitos, com poucos ou nenhum
eosindfilos e neutrofilos. Células RS e células mononucleares de Hodgkin estdo
geralmente presentes (Hatem; Hani, 2021). Este subtipo de LH representa 5% detodos os
casos de LHc. Surge normalmente em individuos com mais de 50 anos de idade.
Caracteriza-se por baixa agressividade e envolvimento preferencial de areas
infradiafragmaticas. A localizagdo mediastinica ou extraganglionar e a presenga de
sintomas sistémicos ou de massas volumosas sao raras (Sa Machado et al., 2009).

A maioria dos casos tém estrutura morfolégica formada por um “background”
nodular, podendo ocorrer nos macréfagos —mesmo em apresentagdes epitelioides —com
auséncia de eosindfilos e neutrofilos. O fendtipo pode ajudar neste diagndsticodiferencial,
ja que no LHCRL as células neoplasicas sao positivas para CD30+, CD15+ e menos
frequentemente positivas para CD20+ (32,5%) e CD79a+ (32,5%). Ao contrario dos
LHPLN, o EMA é positivo em poucos casos e nao ocorre positividade para cadeia (Santos
dos Reis, 2013)
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1.2.4 Linfoma de Hodgkin classico deplecgao linfocitica (DL/ LHCDL/LDHL)
O LHCDL é um subtipo que se pode apresentar com um padrao de fibrose difusa

ou, menos frequentemente, com um padrao reticular. Em qualquer dos casos, ha uma
alteragdo completa da arquitetura ganglionar. O primeiro, como o nome indica,
caracteriza-se por uma fibrose densa e difusa (sem colageno birrefringente), podendo

também existir areas de necrose. Ha um predominio de células de HRS, sendo rara, se
ocorrer, a presenga de células ndo-neoplasicas inflamatérias e acessorias. Nos paises
desenvolvidos o LHCDL é o subtipo menoscomum, apresentando maior incidéncia nos
paises em desenvolvimento. Ocorre preferencialmente nos idosos (Sa Machado et al.,
2009). Nos casos de LH que regularmente, compromete ganglios periféricos e
retroperitoneais, baco e medula 6ssea em mais de 50%, associando uma febre
intermitente, sudorese noturna e perda de peso. As estatisticas demonstram certa

associaca preferencial deste subtipo nos adultos idosos (Carballo, 2011).

1.2.5 Linfoma de Hodgkin de predominio linfocitico nodular (RL/ LHPLN/LRHL)
Uma minoria de pacientes, aproximadamente 10%, apresenta LHPLN, no qual um

microambiente de linfécitos maduros € pontuado por células malignas (linfocitos
predominantemente (LP), células grandes que expressam antigeno de linfécito B (CD20)
(Connors et al., 2020). Dada a excelente sobrevida a longo prazo e a idade jovem de
apresentacao, os efeitos tardios do tratamento devem sercuidadosamente considerados.
O LHPLN é um subtipo que possui uma aparéncia histologica distinta do LHc. Ha
umdesaparecimento da normal arquitetura ganglionare, na maior parte dos casos, nédo
existem centros germinativos ativos residuais. Geralmente apresenta um padréao
decrescimento nodular, que pode ou ndo ser acompanhado de areas difusas, muito
raramente encontra-se um padrdao de crescimento difuso puro. Os nodulos sao
basicamente areas de células B proximasde centros germinativos em transformacao
progressiva. Pelo contrario, no tipo difuso encontram-se sobretudo células T. Nao séo
detectadas células de HRS (Sa Machado et al., 2009; Cliquet et al., 2019).



Figura 1 - Caracteristicas morfolégicas e celulares do linfoma de Hodgkin.
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Nota: Caracteristicas morfolégicas e celulares do LH, microambiente tumoral (TME) dos quatro subtipos
de linfoma de Hodgkin classico (LHc) e o linfoma de Hodgkin com predominancia de linfécitos nodulares
(NLPHL). O TME em LHc demonstra uma celularidade variavel que é diferente em cada subtipo. No LH da
esclerose nodular (NSHL), o TME é especificamente caracterizada por célulassemelhantes a fibroblastos
e fibrose. No linfoma de Hodgkin de celularidade mista (MCHL), o TME consiste em um infiltrado reativo
polimorfo com células B e células T, neutrdéfilos, histiocitos, plasma células e mastécitos. No linfoma de
Hodgkin com deplecdo de linfécitos (LDHL), o TME geralmente € composto por histiocitos e fibrose
irregular. No linfoma de Hodgkin rico emlinfécitos (LRHL), o TME é variavel, mas geralmente consiste em
histiocitos e linfécitos. O TME da NLPHL é semelhante ao LRHL, embora no NLPHL seja rico em células
dendriticas foliculares. HRS, Hodgkin e Reed-Sternberg; LP, predominantemente linfocitario. (Connors J.
M. et al., 2020) (ampliagao original x20 e 40x)

1.3 DIAGNOSTICO

Os pacientes normalmente procuram um médico apds verificarem aparecimento
de ganglios aumentados no pescoco, axilas ou virilha, aos quais geralmente ndo sao
dolorosos e ndo respondem ao tratamento com antibiéticos.

Apresentam febre, suores noturnos, perda de peso ndo intencional (mais de10%
do peso corporal nos seis meses anteriores), esplenomegalia, hepatomegaliapodem
estar presente, a caquexia € comum com o avango da doenga (Barbery Gomez et al.,
1993).

O diagnéstico do LH é feito através da bidpsia de um linfonodo ou 6rgao suspeito.
E a célula R-S ou célula LP (Na recente classificagdo da OMS-2008 células polilobadas
ou roseta de milho) precisa ser identificada na amostra de bidpsia para estabelecer um
diagndstico definitivo. A investigacao adicional é essencial para determinar o estagio, que
orienta o tratamento e fornece informacdes progndsticas (Kasb et al., 2022).

Exames laboratoriais incluem hemograma (CBC), painel metabdlico completo
(CMP), velocidade de hemossedimentacéo (VHS), virus da hepatite B, virus da hepatite
C e HIV e dosagem de citocinas séricas IL 6, IL 10 e CD 25 soluvelsdo essenciais e
correlacionam-se com sintomas sistémicos e prognostico

A radiografia de térax, TC de térax/abdémen/pelve e PET/TC podem ajudarno
estadiamento. A PET-TC agora se tornou um teste padrao para avaliagao da resposta ao
tratamento no LH e na maioria dos linfomas. No geral, uma avaliacdo abrangente é
essencial tanto para o diagndéstico quanto para o estadiamento do LH (Kasb et al., 2022;
Martin; Leonard, 2018; 2022).

1.4 MARCADORES IMUNO-HISTOQUIMICOS
O diagnostico do LHc é baseado na identificacdo morfolégica da célula R-S(ou
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suas variantes) e do ambiente inflamatério celular, e no imunofendétipo das células. Por
imuno-histoquimica, a definigdo diagndstica do LHc é que as células R-S séo positivas
para CD30, CD15 e negativas para CD45 e EMA e, as vezes, positivas para marcadores
B (vide-infra).Os linfocitos que circundam essas célulassao linfocitos T (a maioria s&o
CD4 +) (Lara-Torres; Ortiz-Hidalgo, 2009).

A imunomarcacéao, além de ajudar no diagndstico preciso de LH, tem contribuido
para diferencia-lo de varias entidades com as quais pode ser confundidohistologicamente,
como linfoma T periférico (LTP), linfoma B rico em células T / ricoem histiocitos (LBRCTH),
linfoma mediastinal primario de grandes células B (timico), linfoma anaplasico de grandes
células (ALCL), linfadenopatia reativa de origem viral (mononucleose infecciosa),
metastases (melanoma, tumor de células germinativas e alguns sarcomas (Lara-Torres;
Ortiz-Hidalgo, 2009).

O marcador CD15 foi identificado como um marcador endotelial de imaturidade
durante a investigacdo da funcdo hematopoiética por ser expresso em leucécitos
maduros, especialmente células da linhagem mieloide (Ravikumar et al., 2019).

A expressao de CD15 no LH é bastante variavel e varia de 35% a 90% em
diferentes estudos; seu padrao de expressdo pode ser paranuclear (correspondendo a
regiao de Golgi), citoplasmatico difuso e / ou predominante na membrana celular
(Cozzolino et al., 2020). E um marcador de mau prognésticona leucemia promielocitica
aguda. Pode ajudar a definir células-tronco neurais (Gauchotte et al., 2013). Na rotina, o
marcador de CD15 é usada para confirmar o diagnéstico ou para diferenciaro LHCD15 +
do linfoma anaplasico de células grandes (geralmente CD15-) e marcador de granulécitos
(Cozzolino et al., 2020).

O marcador CD20 é encontrado em células B maduras saudaveis, logo na fase
pro-B, bem como na leucemia linfocitica crénica, LPHL e em alguns casos de LHc.
(Santos; de Moraes Lima,2017).

A presenca de expressédo de CD20 no LH com predominio de linfocitos e algumas
apresentacdes de LHc apoiam a hipétese de que as células HRS derivamde células B do
centro germinativo no estagio de centroblasto (Florou et al., 2020). O rituximabe é um
anticorpo anti-CD20 humano murino quimérico usado para tratar linfomas de células B;

o tratamento pode causar a selegado de subclones tumorais CD20 negativos (CD79a +)
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(Delgado et al., 2003). As alteracdes na morfologia e na expressdo de CD20 apods a
terapia com rituximabe variam amplamente (Maeshima et al., 2013; Grimm et al., 2013).

O antigeno CD20 pode ser expresso por células reativas ou linfomatosas demicose
fungoide transformada (Jullié et al., 2013); também outros linfomas de células T, sendo
um marcador de célula B comumente usado (Baiyee; Natkunam, 2009).

O CD30 €& um receptor de superficie celular expresso no LHc, no linfoma
anaplasico de células grandes (ALCL) e em muitos outros linfomas em grau variavel.Foi
identificado como um importante alvo terapéutico no linfoma. O teste de CD30 é essencial
no diagnostico de LHc e ALCL, e a expressao também pode ser observada em outros
subtipos de linfoma. O brentuximabe vedotin (BV), um conjugado anticorpo-droga
direcionado ao CD30, tem sido um importante avanco notratamento do linfoma (Pierce;
Mehta, 2017). Além disso, o CD30v é uma formavariante de CD30 que retém apenas o
dominio citoplasmatico; muito pouco foi publicado sobre CD30v; também conhecido

como Ki-1, Ber-H2 (Ramos et al., 2020).

1.5 ESTADIAMENTO
O estadiamento do LH refere-se principalmente ao progndstico, mas também

influencia muito na quantificacdo e qualificagao do tratamento a ser utilizado e, portanto,
precisa ser cuidadosamente avaliado em cada paciente. Em uma revisao bibliografica
nacional foi observado que, de um modo geral, ocorre um diagnoéstico tardio do LHc no
Brasil, com a maioria dos pacientes ja encontrando-se em estagios avangados da doenga

ao diagnéstico (Rabelo et al., 2022).
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Figura 2 - Comprometimento na classificagdo do estadiamento no Linfoma de Hodgkin.

Fonte: ABRALE
Nota: A: Estagio |, B: Estégio Il, C: Estagio lll, D: Estagio IV.

Figura 3 - Estadiamento de Ann Arbor modificado por Cotswolds.

Estagio I: Envolvimento de um linfonodo isolado ou uma estrutura linféide (ex.baco, timo,
anel de Waldeyer).

Estagio Il: Envolvimento de dois ou mais linfonodos no mesmo lado do diafragma (o
mediastino € um sitio singular, linfonodos hilares sdo lateralizados). O nuimero de sitios
anatdmicos deve ser indicado por um sufixo (ex. 113).

Estagio lll: Envolvimento de linfonodo ou de estruturas em ambos os lados do diafragma
I1I1: Com ou sem linfonodos do hilo esplénico, celiaco ou portal Il12: comlinfonodos para-
aortico, iliaco ou mesentérico

Estagio IV: Envolvimento de sitio extranodal, designado por “E” A:Sem
sintomas

B: Febre, perda de peso e sudorese

X: Extensdo da doencga > 1/3 do diametro do mediastino > 10 cm de extensdomaxima da
massa nodal

E: Envolvimento de um sitio extranodal, contiguo ou préximo de um outroconhecido
EC: Estagio clinico
EP: Estagio patoldgico

Fonte: Lister et al., 1989; Rabelo et al., 2022.

1.5.1 Classificagdo Lugano
Apos a realizacdo da 112 e 122 Conferéncia Internacional sobre linfomas em

Lugano, Suica, em 2011 e 2013, respectivamente, foi alcangado um acordo sobre o uso
de PET/CT para estadiamento e os critérios de resposta em linfoma foram revisados,
avidos por FDG, na pratica clinica e em ensaios clinicos; eles sdo os chamados endpoints

de resposta de Lugano. Os principais consensos alcangados foram: i) a 18F-FDG
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PET/CT foi formalmente incorporada no estadiamento dos linfomas avidos por FDG; ii) a
bidpsia de medula éssea n&o € mais indicada no estadiamento de rotina de pacientes
com LH e na maioria dos pacientes com linfoma difuso de grandes células B (LDGCB), e
iii) a avaliagcao da resposta ao tratamento sera feita por PET/CT utilizando os 5 escala de
pontos e a classificacdode Lugano (Tamayo et al., 2017).

Segundo a Leukemia & Lymphoma Society (2022), o estadiamento do LH é
baseado na classificagao de Lugano, que é derivada do sistema de estadiamento de Ann
Arbor. Essas classificagbes referem-se a cidades onde os especialistas emlinfoma se
reuniram desenvolver os sistemas e adota-los para uso em pacientes.

Figura 4 - Sistema de estadiamento de Lugano para LH.

Estagio Area de Envolvimento
| IAs células do LH sao encontradas em uma unica regiao
linfonodal.
IE Localizados em um 6rgdo ou local fora do

sistema linfatico.
I Duas ou mais regides de linfonodos do mesmo
lado do diafragma, acima ou abaixo dele.

lIE Encontrados em uma area de linfonodo e umodrgéo
proximo fora do sistema linfatico, do mesmo lado do
diafragma.

1] Encontradas em regi6es de linfonodos em ambos os lados
do diafragma (acima e abaixo), possivelmente com
envolvimento localizado de um 6érgédo fora do sistema
linfatico ou do bago.

v As células do LH se espalharam amplamente para um ou mais
orgaos fora do sistema linfatico; Sdo encontrados em um
orgao fora do sistema linfatico e também em linfonodos
distantes.

Fonte: (Leukemia & Lymphoma Society, 2022) NOTA: Além do numero do estagio, as letras A, B, Eou S
podem ser usadas para classificar ainda mais os estagios do LH. Categoria A: o paciente ndo apresenta
sintomas B (incluindo febre, sudorese excessiva e/ou perda inexplicavel de mais de 10%peso corporal
durante um periodo de 6 meses). Categoria B: o paciente apresenta sintomas B. Categoria E: o paciente
tem células de LH em 6rgaos ou tecidos fora do sistema linfatico. CategoriaS: o paciente tem essas células
no bacgo.

1.6 PROGNOSTICO
Varios fatores prognosticos tém sido identificados no LH: idade, sexo, sintomas

sistémicos, estadio clinico e patolégico, numero de areas linfonodais comprometidas,
envolvimento e extensdo da doenga mediastinica, aspectos histopatoldgicos, atipias das
células RS, numero de células tumorais (expanséao, crescimento, resisténcia e apoptose),
elevacao do VHS, numero de linfocitos e de eosinofilos no sangue periférico, positividade

dos marcadores linfoides CD15 e CD30, liberagado de componentes da familia do fator de
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necrose tumoral, presencada célula dendritica folicular e resposta a terapia. Uma
classificacdo acurada das neoplasias hematopoéticas requer um suplemento imuno-
histoquimico, auxiliado por técnicas moleculares. Todos os subtipos do LHc tém o mesmo
fendtipo, as células H/RS sao positivas para o CD30 (Ber-H2) em aproximadamente 90%
dos casos, para CD15 (Len-M1) em 75%-85% dos casos, para CD20 em 25% e negativas
para EMA (Antigeno Epitelial de Membrana), CD45, CD43 (Almeida et al., 2006).

Fatores prognosticos do LH em estagio localizado (incluindo tumor bulky, nimero
de regides envolvidas, sintomas B, velocidade de sedimentacdo globular, idade
avancada) que permitem adaptar o tratamento inicial. Na mudanga, nos estagios
avancados de LH, a massa tumoral e outros fatores prognosticos sdo menos preditivos
de sobrevida (Pinochet et al., 2021)

A pontuacao é calculada de acordo com sete fatores clinicos e laboratoriais(figura
8); a presenca de cada fator reduz a sobrevida global em 5 anos em médiaem 8% (Figura
9). A estratificagdo de risco de acordo com a avaliagdo da respostapor F-FDG PET
proviséria na doenga em estagio inicial e em estagio avangado provavelmente
complementara ou substituira os métodos atuais de atribuigdo de risco (Townsend; Linch,
2012).
Figura 5 - indice Prognéstico Internacional (IPS) no Linfoma de Hodgkin.

International Prognostic Score - IPS Pontuagéo
IAlbumina menor que 4g/dL 01
Hemoglobina menor 10,5 g/dL 01
Sexo masculino 01
Doenga em estadio IV 01
Idade maior ou igual a 45 anos 01
Leucocitose (leucdcitos = 15.000/mm3 ) 01
Linfocitopenia (linfocitos <600/ mm3) 01

Fonte: Hasenclever et al., 1998.
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Figura 6 - Redugdes em 5 anos de liberdade de progressao e sobrevida geral em
relagéo a pontuagao no indice prognéstico internacional.

5 anos FFP (SE) OS 5 anos (SE)
Pontuacgéo 0 84% 89%
Pontuacio 1 77% 90%
Pontuagéo 2 67% 81%
Pontuacéo 3 60% 78%
Pontuacgao 4 51% 61%
Pontuagéo 25 42% 56%

Fonte: Townsend; Linch, 2012; FFP = livre de progressao. OS = sobrevida global.
Existem varias questbes nao resolvidas relacionadas a reprodutibilidade e ao

controle de qualidade da F-FDG PET e a interpretacao padronizada da captacdominima.
A quantificacdo da captacédo de F-FDG pode ser avaliada como um valor de captagao
padrao ou por avaliacdo visual. Para fins de ensaios clinicos, é recomendada uma escala
de cinco pontos (escala de Deauville) que compara o valor de captagdo padrao de uma
lesdo com o do mediastino ou figado (Townsend; Linch, 2012).

Figura 7 - Critérios de Deauville para PET provisoério com F fluorodeoxiglicose.

Pontuagao Grau de captagao

1 Sem captagao

2 Captacdo < mediastino
Captagao> mediastino, mas < figado

3 * A pontuacao 3 pode ser considerada positiva em estudos que investigamuma redu¢aona
terapia ou negativa em estudos que investigam a intensificagdo do tratamento

4 A captagdo aumentou moderadamente em qualquer local emcomparagado com ofigado

5 A absorgdo aumentou substancialmente em qualquer local em comparagao como figado,
ou quaisquer novos locais de doenga.

Fonte: INCA, et al., 2018

1.7 TRATAMENTO (TX)
O LH, na maioria dos casos, € uma doenga curavel quando tratado

adequadamente. O tratamento classico € a poliquimioterapia, quimioterapia com
multiplas drogas, com ou sem radioterapia associada. No momento do diagndstico,
dependendo do estadio da doenga, pode-se estimar o prognostico do paciente como
tratamento. O esquema ou protocolo de quimioterapia utilizado de rotina no INCA é
denominado ABVD. Esta sigla identifica as iniciais das medicacdes utilizadas no
tratamento: A de “Adriamicina”, B de “Bleomicina, V de “Vimblastina” e D de

“‘Dacarbazina”. A quantidade de ciclos de quimioterapia dependera da avaliagdo do
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estadio inicial do tumor. Os pacientes podem ser classificados como portadores dedoenca
localizada ou doenga avancgada (Brice, 2021). Para os pacientes que sofrem recaidas,
ou seja, retorno da doenga, ou que nao respondemao tratamentoinicial, as alternativas
vao depender da forma inicial de tratamento. As op¢des empregadas usualmente, e com
indicacdes relativamente precisas, sao a poliquimioterapia e o transplante de medula
O0ssea. Os pacientes devem ser seguidos continuamente apds o tratamento, com
consultas periddicas, cujos intervalos podem ir aumentando progressivamente (Buglione
et al., 2021).

O LH apresenta grande probabilidade de cura, e se torna mais provavel se for
diagnosticada e tratada em seus estagios iniciais. S&0 necessarios acompanhamento
para avaliacdes periddicas por anos depois do tratamento para procurar e identificar por
sinais do cancer e por quaisquer efeitos de longo prazo do tratamento (Longo; Armitage,
2022).

No geral, os resultados do tratamento sdo excelentes. No entanto, cerca de10% a
5% dos pacientes em estagio avangado recaem, apenas cerca de 50% dasrecidivas séo
resgatadas e os resultados em pacientes com mais de 60 anos ndo s&o tao favoraveis.
Felizmente, um arsenal de novas drogas esta aparecendo no horizonte que, sem duvida,
resgatard mais pacientes e, provavelmente, alguns deles se tornardo parte dos
esquemas (Mesquita, 2020).

No diagndstico da progressao e da recaida torna-se necessario uma nova bidpsia
para verificar a ocorréncia de mudanca histolégica entre outros exames para indicar o
procedimento mais adequado. No tratamento apds progressao ou recidiva para a 12 linha.
Apos a quimioterapia de resgate, segue-se para o transplante autélogo, tratamento de
escolha na LH refrataria ou recidiva (Khan et al., 2022).

Para o LH refratario, ttm sido avaliadas estratégias de terapia molecular dirigida,
esse € o caso do brentuximab, um anticorpo anti-CD30. Assim como, os agentes
imunolégicos monoclonais especificos que demonstraram eficacia em tumores que
expressam PD-1, como o pembrolizumab e Nivolumab aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) em 2014 (Sharma; Allison, 2022).
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1.8 MECANISMOS DE EVASAO IMUNE / VIAS PD-1, PD-L1 E CTLA4 E A
IMUNOTERAPIA NO LH
Em amostras de pacientes com LH as células tumorais HRS estdo em um meio

inflamatério e imune inativo. Isso permite com que as celulas HRS escape da vigilancia
imune e sobrevivam. Esta observacao levou a sugestdo de que pode serpossivel reverter
aimunossupressao celular no microambiente tumoral (TME) para matar células tumorais.
Isso levou a pesquisas sobre terapias imunoldgicas direcionadas as vias do checkpoint
imune, a morte celular programada 1 (PD-1) e os ligantes de morte programada (PDLs),
PD-L1 (CD274, B7-H1) e PD-L2 (CD273,B7-DC) e a proteina associada ao linfécito T
citotoxico 4 (CTLA-4).

A via do checkpoint imune PD1, PD-L1 e CTLA4 forma uma rede de sinalizagao
inibitéria que regula negativamente a ativagao das células T, podendo ser explorada por
tumores para induzir imunossupressao, estado que permite que os tumores crescam e
se desenvolvam em vez de ser eliminado pelo sistema imunolégico. Inibidores de CTLA-
4 e PD-1 ou seus ligantes PD-L1, atuam para restaurar respostas imunes anti-tumorais,
levando a beneficios a uma proporgédo substancial de pacientes tratados (Buchbinder;
Desai, 2016).

A primeira via do checkpoint € o CTLA-4 que é uma molécula inibitéria expressa
pelas células T CD4 + e CD8 +, apds ativagdo que ocorre com a ligacdo do TCR a
peptideos apresentados por células APC via MHC Il e a interacdo da molécula co-
estimuladora CD28 com seu ligante B7 (C80/C86). Isso estimula a producéo de citocinas,
como a IL-2, resultando na ativacao e proliferacdo de células T. As célulasT ativas passam
a expressar o receptor inibitério CTLA-4 na superficie da célula que é homdlogo ao CD28,
no qual é capaz de se ligar com maior afinidadeao B7 (CD80/CD86) resultando em sinal
inibitério/supressao da resposta imune (Figura 8) (Rowshanravan et al., 2018; Sobhani,
et al., 2021; Zerdes et al., 2018).
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Figura 8 - Regulagao da ativacao dos linfécitos T pela expressdo de CTLA-4.

ATIVAGAO (A) INIBICAO (B)

T EXPANSAO CLONAL
ﬂ f LT eTaa
L' <_-\\AN7' CTLA4

* LSCAPE TUMORAL
f AUTOMUNIDADE

Nota: A) A primeira etapa da ativagdo dos linfécitos T se observa a ligagdo do TCR a peptideos
apresentados por células APC via MHC e a interagdo da molécula co-estimuladora CD28 com seu ligante
B7 (C80/C86). Isto estimula a produgao de citocinas, como a IL-2, resultando na ativagéo e proliferagédo de
células T. B) Células T ativas passam a expressar o receptor inibitério CTLA-4 capaz de se ligar com maior
afinidade ao B7 (CD80/CD86) resultando em sinal inibitério/supressdo da resposta imune. O uso de
anticorpos anti-CTLA-4 pode inibir a atividade supressora do CTLA-4, potencializando a ativagdo das
células T, que assim podem exibir maior atividade antitumoral ou favorecer o desenvolvimento de reagées
autoimunes.

O PD-1 é outra molecula inibitéria da familia do CD28, expresso em diversascélulas
imunes tais como células B e T ativadas, mondcitos e células NK. Esse interage com dois
tipos de ligantes: o PD-L1 é expresso em células tumorais e outras células imunes, além
de células endoteliais vasculares e o PD-L2, o qual é expresso primariamente em
macrofagos e células dendriticas (Sunshine; Taube, 2015; Mullard, 2013; Chen; Han,
2015). A interagéo dos ligantes com a proteina PD-1 inibe diretamente a apoptose da
célula do tumor (RONCADOR, 2012). A interagdo PD-1/PD-L1 previne a estimulagéao
excessiva daresposta imune e colabora com tolerancia ao sistema imune através da
inibicdo daproliferacao e a inducao a apoptose das células T previamente ativadas pelo

antigeno (Zitvogel; Kroemer, 2012; Chen; Han, 2015).
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Os estudos recentes apresentam resultados indicando que a inibicao do ponto de
verificagdo representa uma abordagem muito promissora para certos tipos de
malignidades hematologicas, devido a introducdo de inibidores direcionados a
checkpoints imunoldgicos, como PD-1/PD-L1. Os niveis de expressdo de PD-L1 podem
predizer respostas as abordagens anti-PD-1 / PD-L1 em pacientes com LH. Estudos
futuros terdo como finalidade delinear o valor preditivo e prognoéstico daexpressao de PD-
L1 como biomarcador em malignidades hematoldgicas (Atanackovic; Luetkens, 2018).

As novas terapias biolégicas sado diferentes da quimioterapia convencional,
apresentam um melhor perfil de eficacia e seguranga, em tratamentos futuros, comoo
ligante (PD-L1) que pode ser expresso em uma série de diferentes tecidos tumorais. A
farmacologia oncolégica deve ser baseada em mecanismos moleculares especificos
para um tipo de célula ou "checkpoint" e espera-se com esta abordagem, tratamentos
que os pacientes apresentam melhor tolerancia, commenos de efeitos adversos e sem
polifarmacia excessiva (Cortez et al., 2011)

Alguns tumores malignos utilizam o eixo de sinalizagédo PD-1 expressando PD-L1
ou ligante L2 na superficie da célula para evitar vigilancia imunologica de células efetoras
imunes positivas para o receptor PD-1. O direcionamento da sinalizagao de PD-1 com
anticorpos inibidores cancelam o bloqueio da imunidade antitumoral, alcangando assim
respostas clinicas robustas em certos subconjuntos de tumores soélidos, e em LHc
recidivante ou refratario. Lesdes cromossdmicas em9p24.1, uma regido que inclui os
genes CD274 (que codifica PD-L1) e PDCD1LG2(que codifica PD-L2), podem levar a
niveis elevados niveis de ligantes PD-L1 e PD-L2, que é caracteristico de LHc e PMBL.
Isso indica perspectivas favoraveis para odirecionamento do eixo PD-1 nestes espectros
de linfoma (Tanaka et al., 2018).

Atualmente, a imunoterapia oncolégica tem revolucionado o tratamento dos
pacientes oncoldgicos, em virtude do aparecimento de terapéuticas imunolégicas que
tém como alvo os receptores da proteina da morte programada celular programada (PD-
1) e do seu ligante (PD-L1) (Teng et al., 2015). De acordo com Mullard (2013) e Flemming
(2012) o organismo possui pontos de controle imune, avia do PD-1 que constituem um
mecanismo de evasao do sistema imune das células tumorais e por isso, estdo sendo

intensamente estudados. Devido a melhor compreensao da resposta imune do tumor, a
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imunoterapia apresenta-se atualmente como uma forma de tratamento.

A imunoterapia anti PD-1 bloqueia a ligacdo do PD-1 com o biomarcador PD-L1
(Figura 9) das células tumorais e, com isso, o0 sistema imune consegue identificare
combater o cancer. Os agentes bloqueadores de PD-1/PD-L1 s&o anticorpos
monoclonais os quais se ligam ao sitio correspondente impedindo a interagao de PD-
1/PD-L1/PD-L2 (Zitvogel; Kroemer, 2012) Os inibidores de PD-1 e PD-L1 tém
demonstrado serem clinicamente eficazes em diversos tipos detumores, bem como no
LH (Sharma; Allison, 2015).

Figura 9 - Mecanismo de bloqueio PD-1/PD-L1.
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Fonte: Autoria prépria.

Nota: O linfécito T (CD8+) é ativado no momento do reconhecimento do antigeno tumoral apresentado no
MHC | e o IFN-y é liberado para se ligar ao receptor do IFN-y e, em resposta, induz a expressao de PD-
L1 em células tumorais. O PD-L1 se liga ao PD-1 expresso na superficie das células T, desencadeando o
efeito inibitorio do eixo PD- 1/PD-L1. O anticorpo anti-PD-1 ou anti-PD-L1 bloqueia a interacéo de PD-1 e
PD-L1 e remove a inibi¢gdo de células T(CD8+), aumentando assim a atividade antitumoral.

Avancgos tém sido realizado nos estudos para compreensao da via de morte
programada (PD-1) e do seu ligante (PD-L1) e o tratamento com os anticorpos
monoclonais (mAbs), que sao utilizados para bloquear a via da DP-1 no tratamentode
canceres (terapia anti-PD), como exemplo no LH refratario/recidivante classica (Chen;
Han, 2015).

A proteina PD-1 pode ser encontrada em uma alta porcentagem de linfomas,
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principalmente no LHCRL, sugerindo uma estreita relagédo biolégica (Roncador, 2012). A
PD-1 pode ter significancia sobre o progndstico do paciente. Isso pode estar relacionado
a imunossupressao onde o PD-L1 é altamente expresso, que pode se relacionar com um
microambiente ativado e nao supressivo (GREAVES etal., 2013). Diversos estudos sobre
os biomarcadores estdo sendo realizados para identificar pacientes que se beneficiam
das terapias de bloqueio do PD-1 (Gatalica et al., 2015)

Inibidores epigenéticos também desempenham um papel importante na imuno-
oncologia. Trés classes de inibidores epigenéticos estdo atualmente em ensaios clinicos,
em combinagcdo com um bloqueio de proteina PD-1 - interagdo de PDL-1 ou bloqueio de
antigeno de linfocito T citotéxico 4 (CTLA-4) (Figura 10) (Pfister; Ashworth, 2017).

Figura 10 - Interacao de (PD1/PD-L1) ou bloqueio de antigeno de linfocito T citotdxico 4
(CTLA4).
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Fonte: Autoria propria

Nota:Devido as suas fungdes na regulagao da transcrigdo, os inibidores da DNA metiltransferase (DNMT)
e inibidores da histona desacetilase (HDAC) regulam positivamente a expressao das moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) apresentando antigeno, antigenos tumorais e T auxiliar 1
(Tu1) - tipo quimiocinas CXC-motif ligante 9 dequimiocina (CXCL9) e CXCL10. Os inibidores de EZH2 também
regulam positivamente a expressao de quimiocinas do tipo Tn1, que promovem a infiltragdo tumoral de
CD8 citotoxico*Células T e células natural killer (NK), resultando em regressao tumoral dependente de
células imunes. Além disso, osinibidores DNMT aumentam os niveis de RNA de fita dupla (dsRNA) em
células cancerosas, criandoum 'mimetismo viral' e induzindo uma resposta do interferon tipo | (IFN). Os
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inibidores DNMT e HDAC regulam positivamente os niveis de PD-L1 nas células cancerosas, enquanto os
inibidores de bromodominio e extra-terminal (BET) regulam negativamente os niveis de PD-L1. Além disso,
os inibidores de HDAC regulam positivamente a expressdo de MICA (sequéncia A relacionada ao
polipeptideo de classe | do MHC) e MICB, os ligantes do receptor de ativagao nas células NK (NKG2D), e
promovem a eliminagdo do tumor pelas células NK.

A expressao de pontos de verificagdo imunes inibitérios como PD-1 / PD-L1
funcionam como mediadores do ponto de equilibrio e escape imune tumoral. O usode
anticorpos monoclonais (mAbs) bloqueiam estes inibidores e apresentam uma nova
estratégia de agentes imunoterapicos para tratamento do cancer (Topalia et al., 2015).

Um dos mecanismos pelos quais a sinalizagdo de hipoxia prejudica a
funcionalidade das células T € a indugédo de PD-L1 em células supressoras derivadas de
mieloide em condigdes de hipdxia. Na verdade, o HIF-1a regula transcricionalmente a
expressao de PD-L1 pela ligagdo ao HRE de seu promotor. Além disso, PD-L1 pode ser
um alvo de HIF2a em células de carcinoma de célulasrenais de células claras (ccRCC)
nas quais o supressor de tumor pVHL foi anulado. Apds a deficiéncia de pVHL, niveis
aumentados de PD-L1, associados a ativacdo de HIF-2a, foram observados in vitro.
Resultados semelhantes foram obtidos a partir de amostras de pacientes com ccRCC
com mutacdes de perda de funcao deVHL, onde uma correlacao positiva foi observada
entre a expressao de PD-L1, expressao de HIF-2a e mutagdes de VHL (Figura 11)
(Zerdes et al.,2018).
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Figura 11 - Controle transcricional e pés-transcricional de PD-L1 no cancer.
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Nota: A regulacdo de PD-L1 é complexa e ocorre em diferentes niveis. Varias vias de sinalizagédo estao
envolvidas, incluindo RAS / RAF / MEK / MAPK-ERK e PI3K / PTEN / Akt / mTOR. Sua ativagao por
mutagdes oncogénicas e / ou de perda de fungdo pode levar a agao direta sobre genes-alvo ou a
ativagao defatores de transcrigdo. Moléculas como STAT3, STAT1, c-Jun, HIFs ou NF-kB podem se
deslocarpara o interior do nucleo, ligar-se a locais especificos no promotor do gene PD-L1 e induzir sua
expressdo. PD-L1 também é regulado pos-transcricionalmente por microRNAs, que se ligam ao mRNA e
levam a sua repressao ou aumento da tradugao.

1.8.1 Natural Killer (NK)
As Células Natural killer (NK) podem matar rapidamente varias células adjacentes

se exibirem marcadores de superficie associados a transformacado oncogénica. Esa
propriedade, que € unica entre as células imunes, e sua capacidade de aumentar as
respostas de anticorpos e células T apoia o papel dascélulas NK como agentes anti-
cancer. Embora os tumores possam desenvolver varios mecanismos para resistir ao
ataque das células NK enddgenas, a ativagao ex vivo, a expansao e a modificacdo
genética das células NK podem aumentar muita sua atividade antitumoral e equipa-las
para superar a resisténcia (Figura 12) (Shimasaki et al., 2020). As NK sao o protétipo das
células linféides inatas dotadas de uma poderosa fungao citolitica que fornecem defesa

ao hospedeiro contra infecgdes microbianas e tumores (Morvan & Lanier, 2016).
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Figura 12 - Esquema do eixo PD-L1/PD-1 na citotoxicidade de células natural killer
(NK).
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Nota: Esquema do eixo PD-L1/PD-1 na citotoxicidade de células natural killer (NK) em células de
osteossarcoma humano por secregdo de Gzm B. As células NK matam células de osteossarcoma humano
sem grandes moléculas de histocompatibilidade exercendo fungdes citoliticas, principalmente secretando
Gzm B e expressando CD107a; no entanto, certas linhagens celulares de osteossarcoma humano ou
pacientes com osteossarcoma que superexpressam moléculas PD-L1 demonstram uma interagao entre
PD-L1 e PD-1 em células NK, de modo que as células podem escapar da vigilancia imunolégica. GzmB,
granzima B; células NK, células natural killer; PD-1, proteina de morte celular programada 1; PD-L1, ligante
demorte programada 1.

Ao contrario das células T, as células NK sao linfocitos imunes inatos, que matam
ou lisam células malignas ao produzir citocinas e quimiocinas, independentemente da
apresentagao do antigeno (Zhang et al., 2019)

O PD-1, um receptor para PD-L1, é expresso em células imunes, incluindo células
NK, e interage com células tumorais, levando a apoptose, tolerancia celular. Como
componentes principais do sistema imunoldgico inato, as células NK podem destruir
células tumorais ou células infectadas diretamente, a lise especifica de células NK em
células humanas é aumentada quandoo anticorpo PD-L1 bloqueia PD-L1 / PD-1. O

sucesso clinico das imunoterapias contra o cancer direcionadas aos receptores do ponto
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de verificagdo imune das células T PD-1 / PD-L1 demonstrou a importancia da
imunoevasao como uma marca registrada do cancer (Zhang etal., 2019; Ely et al., 2012).

Esforcos extensivos estdo fornecendo evidéncias de que as células NK positivas
para CD16 podem induzir citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos
(ADCC) com numeros abundantes no sangue periférico(90%) e no baco (Valipour et al.,
2019).

1.9 DOENCA RECIDIVANTE OU REFRATARIA E QUIMIOTERAPIA DE RESGATE E
IMUNOTERAPIA
A recidiva é definida, para os pacientes em remissdo completa, como o

aparecimento de novas massas tumorais diagnosticadas por métodos clinicos,
radiolégicos e histolégicos, apds quatro semanas do término do tratamento inicial
(Pracchia et al., 2005). A maioria dos pacientes com LH é curada com terapia deprimeira
linha. Os principais desafios sao reduzir os efeitos téxicos do tratamento, mantendo
resultados excelentes, e melhorar a sobrevida depacientes com doencade baixo risco,
refrataria ou recidivante. A perspectiva dos pacientes com doenca recidivante depende
do tempo para a recaida, do estagio no momento da recaida e do status de desempenho.
Pacientes com doenca refrataria - incluindo aqueles que recairam menos de 3 meses
apos o término do tratamento - tém resultados significativamente piores do que aqueles
que recairamtendo estado em remissao anteriormente (Townsend;Linch, 2012).

Aproximadamente dois tergos dos pacientes com LH terdo uma massa residual
observada com exames de imagem padrao no final do tratamento. A principal modalidade
de imagem para acompanhamento pés-tratamento é a TC, mas essas varreduras nao
sao capazes de diferenciar com precisdo entre uma massa fibrética benigna e um tumor
residual. (Meyer et al., 2004).

Para avaliacdo pés-tratamento, especialmente se uma massa residual estiver
presente, a PET se tornou um procedimento padrdao na pratica clinica da rotina e
substituiu a cintilografia com galio como adjuvante da TC. Existem dados promissores
para o papel preditivo do FDG-PET (Meyer et al., 2004). Em cerca de 20% dos pacientes
com LH, segundo seu grupo de risco e o conceito de tratamento inicial, desacelerou uma
progressao primaria ou uma doenga recorrente.Recomendamos realizar um PET/TC para

avaliar a resposta ao tratamento e ao perfil de risco. Os pacientes com recorréncias de
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alto risco devem receber quimioterapia de consolidagéo (doses altas e/ou brentuximab)
e radioterapia de consolidagdo. Em pacientes com LH recorrente, ndo se recomendao
tratamento com transplante alogénico mieloablativo de células tronco devido a alta
mortalidade associada ao tratamento. O alotrasplante de células tronco depoisde um
condicionamento de dose reduzida (n&o mieloablativo) pode ser realizado em casos
individuais para tratar as recorréncias. Se ha uma suspeita de recorréncia, se recomenda
confirmar ou descarta-la mediante imagens radiolégicasadequadas seguidas de uma

bidépsia (consenso de especialistas) (Brockelmann et al., 2018).

1.9.1 Fatores prognodsticos quanto a sobrevida e fatores prognoésticos quanto a
sobrevida livre de doenca
O LH é um dos canceres mais curaveis, com taxas de sobrevida de 1 ano, de 5

anos e de 10 anos de ao redor 90%, de 85% e de 80%, respectivamente (MANDAL,
2019). Diversos fatores sdo tomados em consideragao ao determinar o progndstico para
um paciente com LH. Alguns destes incluem: idade, saude gerale capacidade suportar a
quimioterapia e os efeitos secundarios potenciais, subtipodo LH, fase do cancro como
agressivo. Os estudos mostraram que um resultado piorpode ser previsto na presencga dos
seguintes fatores: género masculino,idade em um diagnéstico de 45 anos ou mais velho,
subtipo celularidade mista, subtipo deplegao de linfocitaria, doenga da fase |V, contagem
de linfécitos de menos de 8%,nivel de hemoglobina abaixo de 10,5 g/dL, nivel de albumina
abaixo de 4,0 g/dL, contagem de globulos brancos de 15,000/pl ou mais, uma taxa alta
de sedimentagdo, grande numero de grupos de linfonodos. A sobrevida depende
geralmente da fase em que o cancro é diagnosticado e o tratamento € iniciado (Mandal,
2019.).
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2 RELEVANCIA

O LHc é um céancer do sistema imunoldgico. A combinagcdo de quimioterapiae
radioterapia resulta em alta taxa de cura, no entanto, até um quarto dos pacientescom LHc
em estagio avangado podem recidivar. Um mecanismo de recaida € através da evasao
imunolégica; LHc pode evitar a destruicdo imune manipulando aproteina reguladora de
células T morte celular programada-1 (PD-1) e a interagao de ligantes de morte celular
programada-1 (PD-L1) e 2 (PD-L2). Os inibidores do checkpoint imunolégico (CPls),
como o pembrolizumab, sao eficazes na LHc recidivante/refrataria (R/R) (Al Hadidi; Lee,
2020).

O PD-L1 e PD-L2 sao superexpressos na superficie da célula tumoral no LHc, e
sao, portanto, alvos terapéuticos atraentes para esta doencga. Dois anticorposanti-PD-1
estdo atualmente aprovados no LHc, pembrolizumab e nivolumab, e ambos foram
encontrados para fornecer eficacia a longo prazo em pacientes com recaida ou refrataria
do LHc. Pembrolizumabe € um anticorpo monoclonal direcionado a PD-1 aprovado pela
ANVISA (2018) para tratamento do LHc refratario e em pacientes que apresentam recidiva
da doenca apds trés ou mais linhas de terapia (incluindo brentuximab vedotina em paises
da UE e Reino Unido). A aprovacao foi baseada em resultados para a resposta do tumor
e durabilidade da resposta do estudo de fase 2 KEYNOTE-087 (NCT02453594). Esse
estudo mostrou atividade antitumorale durabilidade respostas no LHc recidivante ou
refratario, com respostas objetivas observadas em 72% dos pacientes e uma sobrevida
livre de progressdo mediana de 13,7 meses apos 27,6 meses de seguimento. Eventos
adversos relacionados ao tratamento mais frequentes foram hipotireoidismo, fadiga,

pirexia e erupgao cutanea (Kuruvilla et al. 2021).
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3 JUSTIFICATIVA
Na ultima década, uma compreensao da regulacado das respostas das células T

levou ao desenvolvimento inovador e ganhador do Prémio Nobel, do bloqueio do ponto
de verificagdo imunoldgico (IC) que revolucionou o entendimento de novas vias de
sinalizacao e de tratamentos do cancer (Wei et al., 2018).

Os avancos recentes no entendimento do funcionamento do microambiente
tumoral e do funcionamento do sistema imunologico foram essenciais para o surgimento
de novas opcoes terapéuticas, baseadas na modulagao da resposta imune antitumoral,
como os reguladores de checkpoints imunolégicos (anti-CTLA 4, anti- PD-1, PD-L1/L2 e
CTLA-4) focando em pacientes refratarios em outras terapias. Torna-se também
necessario o desenvolvimento de métodos preditores de resposta a estes novos
tratamentos. Sendo assim, a expressao tumoral de PD-1, PD-L1, PD-L2 e CTLA-4 pode
emergir como um potencial biomarcador. Dessa forma, o estudo procura avaliar a
presenca desses marcadores imuno-histoquimicos e correlaciona-los com os dados
clinicos e com o tipo de respostaimune/inflamatoria (Tavares et al., 2018).

A Imunoterapia, com o uso dos inibidores de checkpoint, re-ativam o sistema
imunolégico ou também bloqueiam a progressdo da disseminacao de células
cancerigenas no paciente paracombater lifo-neoplasias e anticorpos biespecificos, que
aproximam as células de células de defesa umas das outras (Clara et al., 2020).

Uma melhor compreensao das vias e a interagao entre as CSCs e o sistema
imunoldgico do tumor pode ser a chave para abrir uma nova era de tratamentos decancer
associados a uma menor propensao para desenvolver resisténcia e com melhor atividade
anti-metastatica, resultando em melhores resultados para os pacientes (Clara et al.,
2020).

As células-tronco cancerosas (CSCs) também apresentam grande
heterogeneidade com a consequente falta de marcadores especificos de CSCs que
apresentam um grande desafio para o direcionamento (Dzobo et al., 2020). A
Desregulagao epigenética no cancer como que contém um espectro de expressdes
encontradas no cancer foi elucidado nos ultimos anos por meio da imunohistoquimica e
PCR em tempo real de proxima geracéo, € evidente que essasexpressdes e mutagdes
genéticas, amplificagdes, dele¢cdes e rearranjos que afetam as vias regulatorias

epigenéticas ocorrem com frequéncia no cancer (Bennett; Licht, 2018).
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A importancia da investigacao se deve a identificagdo das vias de escape dotumor
ou medidas para identificar quais das proteinas que sao expressas estdo emmaior
propor¢cao e analisar se isso esta ou nao relacionado a sobrevida ou outros sintomas
clinicos que ocorrem individualmente a fim de ter potencial eficacia terapéutica,
melhorando com estes estudos as investigagdes sobre a sobrevida dopaciente livre de

eventos nao desejados em relagdo ao uso da imunoterapia no LH.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao da proteina PD-1, PDL-1 e CTLA-4 em pacientes com Linfoma de
Hodgkin Classico associando-os aos marcadores sécio-demograficos, clinicose com o
tratamento.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Correlacionar a expressao do PD-1, PD-L1 e CTLA-4 nos pacientes com Linfoma de
Hodgkin.

e Correlacionar a associacao da expressao do PD-1, PD-L1 e CTLA-4 com as variaveis
do perfil sociodemografico dos pacientes com Linfoma de Hodgkin.

e Avaliar a associagao da expressao do PD-1, PD-L1 e CTLA-4 com as variaveis clinicas
(;subtipos histologicos do LH; pontuacao prognéstica (IPS) nos pacientes com linfoma de
Hodgkin.

¢ Verificar a associagao da expressao com os tratamentos ( farmacolégico ABVD e com
o transplante de células tronco hematopoiético)

e Avaliar a associacao da expressao das proteinas do PD-1, PD-L1 e CTLA-4 com a

sobrevida global e livre de eventos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 TIPO DE ESTUDO
Estudo de natureza quantitativa e corte retrospectivo dos pacientes com

diagnéstico histopatolégico de LHc entre os anos 2015 a 2019, em acompanhamento
ambulatorial no Servigo de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio
(HUWC) em Fortaleza, Ceara.

5.2 CASUISTICA
* Para este estudo, foram selecionados um total de 52 pacientes com LH, e duasamostras

de linfonodos sem cretérios de diagnostico de LH, maiores de 18 anos. Os dados foram
coletados de prontuariose no periodo de 2018 e 2019

* As amostras de bidpsia de linfonodo dos pacientes com LH estavam aramzenadas no
banco de blocos departamento da Patologia da Universidade Federal do Ceara no
periodo 2015 a 2019, seu uso foi autorizado pelos pacientes apds ciencia e assinatura
do TCLE.

* O estudo imunohistoquimico com os marcadores de checkpoints foi realizado em

parceria com o departamento da Morfologia da UFC (Figura 12).

5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO
* Pacientes com tratamento oncoldgico realizado no HUWC.

* Pacientes adultos, de ambos os sexos, com idade igual ou superior a 18 anos.

» Pacientes diagnosticados no periodo de 2015 a 2019 com amostra armazenada e
disponivel no banco de blocos no departamento de patologia da Universidade Federal do
Ceara - UFC.

5.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO
* Linfoma de Hodgkin predominancia linfocitaria nodular (LHPLN).

» Dados incompletos no prontuario.
* Blocos e amostra danificados ou insuficientes.
» Pacientes que ndo tém sua amostra de bidpsia armazenada no banco da

departamento de patologia da UFC.



Figura 13 - Fluxograma de coleta de dados.

Total de 1958 — 2019 = 1092 pacientes
diagndsticados com LH

Exclusdo por falta de amostras (biopsias)
armazenadas = 930

Foram excluidos por ndo realizarem fratamento
de primeira linha com ABVD = 500

Total de 2015 - 2019 = 165 pacientes com LH

Excluidos: Diagnasticos anterior ao
2015, = 18 anos; LH de LHPLN;

Paciente que nao tém sua amostra
de biopsia aramazenada no banco

Selecionados 52 pacientes com LHc

Sexo
Masculino: 23 (44, 23%)
Feminino: 29 (55,77%)

Disfribuicdo  de frequéncias das
variaveis sociodemograficas e clinicas
dos  pacientes IPS, Anglises de
expressao das proteiinas PD-1, PD-
L1, CTLA-4 e SGISLE

|
Tipo histologico do LHc:
RL =23 {577%)
EN = 38 {73,08%)
ChW =10 {19,.23%)
DL = 1 {1,92%)

Disfribuicdo  de  frequéncias das
variaveis sociodemograficas e clinicas
dos pacientes, IPS, Andlises de
expressao das proteiinas PD-1, PD-
L1, CTLA-4 e SEISLE

Para az proteinas PD-L1 e CTLA-54, 52 amostras foram analisadas. Mo
entanto, apenas 31 pacientes foram analisados para PD-1. Ficando

estabelecido gue nas analises estatisticas a quanfidade de 31 amostras &
considerada como 100% no caso de PD-1

Fonte: Autoria propria
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5.5 COLETA DE DADOS
* No presente estudo, a coleta de dados foi realizada através de revisdo de prontuarios

de pacientes armazenados no HUWC. A partir de uma planilha de 1.092 pacientes
diagnosticados com LH, se pesquisou no banco de amostras disponiveis no
departamendo da patologia, e os que atendiam aoscritérios, chegando a um total de 52
pacientes. As variaveis estudadas foramcompostas pelas caracteristicas da populacao e
por informacgdes clinicas dopaciente no periodo, o periodo de revisdo de prontuarios foi
2018 a 2019 comamostras (bidépsias) armazenadas no periodo de 2015 a 2019.

» Foram coletados dados que abordavam: caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos
pacientes (sexo,idade) e da doenga (sintomas B, local do primeiro ganglio), data do
diagnéstico, tipo histopatoldgico e analises quantitativas de laminas com secgdes de
linfonodos por meio de imuno-histoquimica.

Figura 14 - Fluxograma Geral com os tempos da selegao de pacientes ao analises de

ldminas de Imuno-histoquimicas.
i r it

Selecdo aleatoria de paienfes em
acompanhamento no ambulatorio e que
receberam atendimento no HUWC

Analise de laminas de amosiras imuno-
hiztquimica automatizada.
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Todos o pacientes que nao fiveram
amostras de biopsia de linfonodo
armazenadas na Deparamento de -
Patologia da UFC foram descartadas. Pandemia COVID-19
Resultanto entao em 52 amostras de
maneira retrospectiva

\ [ 2015 - 2019 ] \ [Marﬂﬂ—dun!ﬂ*l]/

' R r '
Elaboracdo de planilha com os dados gerais
e clinicos dos pacientes retirados de seus
prontuarios desde o diagnostico até a ditima P - P
consulta em conjunto o acompanhamento do autziﬁ:;?zaagi gl:nuggiggsg:?cuﬁlgucc&am a
paciente. Alem de obtencao dos anticorpos Faculdade de Morfoloqia - UFC
moneclonais & reagentss NECESSanios para o -
realizar a expressao de proteina.

[ 2019 - 2020 ]

Inicio da experimentacao afraves da

, [ Fewi20 — Mar'20 ]_J

Fonte: Autoria propria
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5.6 ANALISES DA IMUNO-HISTOQUIMICA
Como controles positivo dos testes dos anticorpos das proteinas PD-1, PD-L1 E

CTLA-4 foi usado tecido de amigdala com positividade reconhecida para as proteinas,
fornecido pelo laboratério de Morfologia da UFC e como controle negativo foi utlizado
linfonodos sem malignidade de pacientes sem criterios de diagnostico do LH.

Figura 15 - Procedimento desde a coleta da amostra até a analise das expressdes.
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9.Analise das amostras reacdes por microscopia de forma automatizada com equipamento

Autostainer plus - DAKO

Fonte: Autoria prépria
52 amostras foram utilizada para as analises dass proteinas PD-L1 e CTLA-4,

porém,na analise de PD-1, apenas 31 pacientes foram analisados devido a diluicdo do
anticorpo disponivel.

5.7 ANALISES DA IMUNOHISTOQUIMICA DAS PROTEINAS PD-1, PD-L1 E CTLA-4
A técnica de imuno-histoquimica foi realizada no departamento de Morfologia da

Universidade Federal do Ceara de forma automatizada com oequipamento Autostainer
Plus (DAKO®). Para a analise da expressao das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-4 foram
utilizadas bidpsia de linfonodo em bloco deparafina de cada paciente diagnosticado com
LH e como controle positivo foi utilizado tecido de amigdala e para controle negativo foi
utilizado um tecido de linfonodo de paciente sem criterios de diagnostico para LH, ou

seja, sem o diagndstico de LH.
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As bidpsias foram cortadas por microtomia no departamento de Patologia. Foram
confeccionados cortes em triplicata com espessura de 4 ym para a realizagcéo da
imunohistoquimica. Os cortes foram desparafinados com inser¢ao emestufa (70°C) e trés
ciclos de imersao em xilol por 5 minutos cada. Em seguida,os cortes foram re-hidratados
em alcool absoluto. Os cortes histologicos foram entdo lavados com agua destilada por
10 minutos e realizados a recuperagao antigénicautilizando o PT Link (Dako); com 99°por
20min; os tampdes de recuperagao antigénica EnVision Flex Target Retrieval Solution
High pH - K8000 sao 50x diluiveis serve para que o tecido fique livre de formol para poder
receber ese ligar ao anticorpo primario.

Em seguida, os cortes foram lavados com solugéo de lavagem tris BufferedSaline
Plus tween 20 (pH=7,4) por 5 minutos em temperatura ambiente. Dando continuidade ao
protocolo, realizou-se o bloqueio enzimatico com kit peroxidase block for image Analysis
por 5 minutos e em seguida aos cortes foram adicionadoso (Supre Block 8ml) por 5
minutos, que reforgca ainda mais o bloqueio enzimatico ea cada etapa uma lavagem com
a solucao tris buffered for realizada por 4 minutos.

Os cortes foram incubados “overnight” (4°C) com o anticorpo primario anti- PD-1
(Scy-Tek®), anti-PD-L1 e anti-CTLA-4 (ABclonal®) e por 20 minutos diluidosem 1:800,
1:1000 e 1:1000, respectivamente, em Antibody Diluent Tris, Green. Apds a lavagem com
PBS, adicionou-se o CRF ™ Anti-Polyvalent HRP por 20 minutos para melhorar a
visualizacdo da ligacdo do anticorpo primario com o antigeno. Apds nova lavagem,
seguiu-se a revelagao por meio da coloragdo com ocromogeno DAB (Scy-Tek®, uma gota
de DAB para um mL de diluente), seguida por contra-coloragdo com hematoxilina de Gil
(DAKO®) por 10 minutos. O DAB € um cromogeno que reage com a a peroxidase do
antigeno alvo resultando em coloragdo marrom. Por fim, realizou-se a desidratagéo dos

cortes e montagem daslaminas com entelan.

5.8 INTERPRETACAO DA EXPRESSAO DE PD-1, PD-L1 E CTLA-4
A expressao das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-4 apresentam perfil de marcagao

de membranar e citoplasmatica, no qual o anticorpo anti-PD-1 marca a membrana das
células T e células B, o anti-PD-L1 marca as membranas das célulasReed Sternberg e de
células em proliferagao, ja o anti-CTLA-4 marca a membranadas células T.

A expressao das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-4 foi revisada e pontuada de
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forma independente por dois analistas. Casos discrepantes foram re-analisadosaté que
um consenso fosse alcangado. O Tecido da amigdala com positividade conhecida para
PD-1, PD-L1 e CTLA-4 foi usado como controle positivo. O tecido de linfonodo de
paciente sem cri foi utilizado como controle negativo.

Foi elaborado um escore de positividade (EP) e de intensidade da coloragéo(IC)
das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-4 foi classificado de forma semiquantitativade acordo.
O escore imunorreativo modificado (IRS), e a intensidade de coloragcdo foram
classificados semiquantitativamente. O EP variou de 0 a 12 e foi a multiplicacédo da
pontuacao de proporgéao celular positiva (0—4) e pontuagao de intensidade de coloragéo
(0-3) (material complementar, Figura 14) Lee (2021).Seguindo as recomendagdes
metodoldgicas da observagdo de anadlise quantitativae observacional na selegdo de
amostras para incluir ou descartar e as leituras daslaminas e bases para iniciar a analise
mas o estudo Dix et al. (2016), Tavares (2018) e Webb (2016).

A anadlise de marcacédo por intensidade foi considerada em porcentagem, foi
realizada a varredura total da lamina, foram observados em cinco campos, contando até
100 células, considerando negativa a auséncia total de linfocitos marcados, os resultados
foram apoiados por um patologista (Dario Rocha F.) que verificou a positividade dos
reagentes e determinou as diluicées corretas dos anticorpos, um médico hematologista
(Fernando Barroso D.) que verificou a positividade dos marcadores de linfocitos nas
ldaminas de imunohistoquimica e um biomédico (Yhasmine D. Oliveira) que apoiou a
contagem em percentual de célulase a intensidade.

Figura 15 - Figura 16 - Pontuagcao da Imunorreacao.

A (Porcentaggm de células B (Intensidgde de Pontuacio (AxB)
positivas) coloragao)
0= Sem células positivas 0= Sem coloragéo 0= Negativo
1= 0-1% células positivas 1= Reagéo leve 1= Positivo fraco
2= 2-50% células positivas 2= Reagado moderada 22= Positivo
3=51-80% células positivas 3= Reacgéo intensa
4= > 80% células positivas

Fonte: Lee et al., 2021
Os casos representativos de varias intensidades de coloragao sao ilustrados na

(Figura 16). Outras células mononucleares, essas células sdo acompanhadas por um
corte deficiente de células inflamatdrias ndo neoplasicas, incluindo linfécitos, eosindfilos,

neutrofilos, histidcitos e plasmacitos, no linfonodo coraram de forma variavel, mas nao
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foram analisadas neste estudo devido a marcada heterogeneidade.
Figura 17 - Marcagao da expresséo PD-1, PD-L1 e CTLA-4 em LHc.

.. i- b N _._.“ * . '”'_5":;91 0;'.6.-..;6’4.&‘-.'_:.
DR 1A : N e Y

A,

Fonte: Autoria propria

Nota: Caracteristicas histolégicas e imuno-histoquimicas do LHc: (A) Células neoplasicas binucleadas
chamadas "células de Reed-Sternberg". Células neoplasicas com um espaco lacunar ao redor do
citoplasma, chamadas de “células lacunares”. lamina coradacom hematoxilina; (B) Célula(linfécito) com
marcagdo membranal e citoplasmatica que expressa a presencga de receptores PD-1, Célula neoplasica
células de Reed-Sternberg, Células lacunares em forma de “pipoca” ;(C) Celula Reed- Sternberg, Linfocito
com com marcagdo membranal e citoplasmatica que expressa a presenga de receptores PD-L1; (D)
Linfécito com com marcagdo membranal e citoplasmatica que expressa a presenca de receptores CTLA-
4, Célula Reed- Sternberg, Considerado marcagéao inespecifica os neutréfilos, eosindfilos e outras células
que nédo sao de interesse neste estudo mas que fazem parte e exibem um fundo de células altamente
inflamatorias, incluindo pequenos linfocitos e outras células ndoneoplasicas. (objetiva 40x)

5.9 ESPECIFICACOES DOS ANTICORPOS FORNECIDOS PELA BULA

5.9.1 PD-1
Nome: PDCD1 / PD-1 / CD279 (MORTE CELULA PROGRAMADA 1); CLONE

NAT105
Descrigdo: Espécie: rato; imundgeno: célula TY (células T / NK de Humman

Leukimia); Clone: NAT105; Isotipo: IgG1, Kappa; ID do gene Entrez: 5133 (Humman);
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Loc. Cromossomo Hu: 2937.3 (Roncador et al,. 2007).

5.9.2 PD-L1
Nome: PD-L1 / PDCD1LG1 / CD274 / B7-H1; CLONE PD-L1 / 2746
(CONCETRADO)

Descrigao: espécie: rato; imunogénico: fragmento recombinante da proteina CD274
humana (em torno de aa 39-1919. A sequéncia exata é proprietaria.; Clone: PD-L1

| 2746; Isotipo: 1IgG2b, Kappa; Entre Gene ID: 29126 (Humman); Hu Chromosome
loc.: 9p24. 1;

Controle positivo: coragao, placenta, baco e tecido. Células lisadas. RAW, HEK293

ou HepG2. Célula Jurkat; Localizagao celular: superficie celular e citoplasma.

5.9.3 CTLA-4
Nome: Anticorpo policlonal CTLA-4 / P16410 / proteina citotéxica de linfocito T4

Imunogénio: 49-223 de CTLA-4 humano; ID do gene: 1493; Fonte: Coelho; Isotipo:
IgG; reatividade cruzada: humanos, camundongos e ratos. (Duncan et al,. 2016; Seigel
et al., 2016).

5.10 ANALISE DOS DADOS
Os dados foram compilados no Microsoft Excel versdao 2016 e analisados

utilizando o programa R versao 4.0.3. As variaveis epidemioldgicas e clinicas quando
continuas foram apresentadas como mediana, valores minimos e maximo e quando
variaveis categoéricas, por frequéncias e porcentagens..

O teste de independéncia qui-quadrado ou teste exato de Fisher foram realizados
para estabelecer a associagdao entre os possiveis preditores de mortalidade e de
recidiva. Foi analisado a associacdo entre as variaveis sexo, idade, estadiamento
clinico sintomas A/B, subtipo histolégico, comprometimento extralinfonodal, tratamento e
tempo até o diagnostico com desfecho &bito e desfecho através da analise univariada.
Posteriormente, uma analise multivaridadefoi realizada dos preditores que apresentaram
associacao significativa através da regresséao logistica binaria.O intervalo de confianca
de 95% (IC95%) foi considerado para todos os métodos estatisticos com nivel de
significancia estatistica de p<0,05.

A sobrevida global (SG) foi considerada o tempo da data do diagnéstico atéo ébito
ou a data da ultima consulta com follow up em meses. A sobrevida livre de eventos (SLE)

foi calculada a partir da data do diagnodstico até a primeira resposta do paciente



52

(considerado evento). A curva de sobrevida foi determinada usando o método Kaplan-
Meier e o teste Log-Rank Mantel-Cox para as analises de associagdes com a sobrevida.
Foi calculado a taxa mediana da sobrevida global e livre de eventos como o follow up em

meses.

5.11 ASPECTOS ETICOS ,
A pesquisa contou com aprovagao do Comité de Etica de Pesquisa da UFC,com

CAAE: 95289418.0.0000.5054 e numero do parecer: 2.989.167, amparada noscritérios da
resolucédo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude (CNS). Os dadosforam mantidos
em sigilo, todas as informagbes contidas nos formularios foram arquivadas sob a

responsabilidade das pesquisadoras autoras sob o Termo do Fiel Depositario.
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6.RESULTADOS

6.1 PERFIL DOS PACIENTES SOCIODEMOGRAFICO, CLINICO E TERAPEUTICO
(UNIVARIADA)
O presente estudo € composto por 52 pacientes com LH, onde a maioria dos

pacientes apresentam idade <29 anos de idade 67,31% dos pacientes, 55,77% dos
pacientes eram sexo feminino e 44,23% do sexo masculino. Cerca de 96,15% pacientes
procedentes de Fortaleza e regido metropolitana. O ganglio acometido mais prevalente
foi o tipo cervical, correspondendo a 67,31% dos casos. Quanto ao estadiamento clinico,
(5,77%) pacientes tiveram estagio 1, (40,38%) pacientes tiveram estagio 2, (30,77%)
pacientes tiveram estagio 3 e (23,08%) pacientes, estagio 4 (Tabela 1.A).

Do total, 76,92% de pacientes apresentaram sintomas do tipo B (febre por varias
semanas, sem infecgdo, sudorese profunda a noite, perda de peso nao intencional de
pelo menos 10% do seu peso corporal em seis meses). A maioria dos pacientes estava
em estado avancado da doenca (82,69%). Com relagédo ao tipo histoldgico, o tipo
esclerose nodular foi o mais frequente (73,08%), seguido do tipo Celularidade Mista
(19,23%) nos pacientes com LH.

Cerca de 42,31% dos pacientes tiveram a presenca de linfonodos mediastinais,
ou seja, foram mediastino positivo. Cerca de (23,08%) dos pacientes apresentaram
presenca de linfonodo Bulky (Pres.Bulky: chamado volumoso aquelede mais de um tergo
do didmetro do mediastino ou uma massa tumoral de mais de10 cm de tamanho) e
(13,46%) dos pacientes tiveram linfonodosmultiplos locais > 2. Quanto a
imunofenotipagem, 98,08% dos pacientes foram positivos CD30+, 80,77%, foram
positivos para CD15+ e (38,46%) foram CD20+ (Tabela 1.B).
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Tabela 1.A - Distribuicdo de frequéncias das variaveis sociodemograficas e clinicas dos
pacientes com LH coletados no periodo 2015-2019.

Variaveis LH (N:52)
Faixa etaria

18a 29 35 (67,31%)
30-60 16(30,77%)
>60 1(1,92%)
Sexo

Masculino 23(44,23%)
Feminino 29(55,77%)
Procedéncia

Fortaleza 28(53,84%)
Interior 22(42,31%)
Outro Estado 2(3,85%)
Génglio Acometido@

Cervical 35(67,31%)
Mediastino 5(9,62%)
Supraclavicular 3(5,77%)
Abdominal 1(1,92%)
Axilar 1(1,92%)
Inguinal 1(1,92%)
Mandibula 1(1,92%)
Nao relata 5(9,62%)
Estadiamento clinicoP

1 3(5,77%)
2 21(40,38%)
3 16(30,77%)
4 12(23,08%)

Fonte: Autoria propria
Abreviagdes: LH — Linfoma de Hodgkin, N: nimero de amostras ou pacientes

Nota: @Ganglio acometido relatado no momento do diagnostico; bEstadiamento clinico o estadiamento de
acordo com Ann Arbor modificado por Cotswolds: I: Envolvimento de uma regido linfonodal ou um
orgao/local extranodal sem envolvimento nodal; Il: Envolvimento de = 2 regides linfonodais no mesmo lado
do diafragma; lll: Envolvimento nodal em ambos os lados do diafragma; IV: Envolvimento difuso ou
disseminado = um 6rgéo/tecido extranodal além de tecido/6rgao extralinfatico contiguo tlinfonodo envuelto.
Dados expressos como média + desvio padrdao, e como frequéncia absoluta e porcentagem entre
parénteses.
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Tabela 2.B - Distribuicao de frequéncias das variaveis clinicas dos pacientes com LH
coletados no periodo 2015-2019.

Variaveis LH (N:52)
Sintomas®¢

A 12(23,08%)
B 40(76,92%)
Estadiamento clinico®/ Sintomas®

1A 3(5,77%)
2A 9(17,31%)
2B 12 (23.07%)
3B 16(30,77%)
4B 12(23,08%)
Estégiod

Inicial 9(17,31%)
Avancado 43(82,69%)
Tipo histolégico®

RL 3(5,77%)
EN 38(73,08%)
CM 10(19,23%)
DL 1(1,92%)

Mediastino (MED+) f
Positivo

22(42,31%)

Negativo 30(57,69%)
Pres.Bulky9

Nao 40(76,92%)
Sim 12(23,08%)

Mudltiplos locais >2h
Néao

45(86,54%)

Sim 7(13,46%)
Imunofenotipagem i

(CD30+)Positivo 51(98,08%)
(CD15+) Positivo 42(80,77%)
(CD20+) Positivo 20(38,46%)

Fonte: Autoria propria

Abreviacdes: LH — Linfoma de Hodgkin, N: nimero de amostras ou pacientes, MED: mediastino.

Nota: CSintomas A: é a auséncia de sintomas relacionados ao linfonodo ou & doenca, Sintomas B: Febre
que pode estar ligada e desligada por varias semanas, sem infecgado, sudorese profusa a noite, perda de

peso nao intencional pelo menos 10% do seu peso corporal em seis meses; dEstadio da doengca Inicial (1A,
IB e IIA) e avangado (I1B, IIA11IB, IVA e IVB); €Tipo histolégico de acordo com a definigdo da OMS de 2008
-RL: Rico emLinfocitos, -EN: Esclerose Nodular, - CM: Celularidade Mista, -Deplegao Linfocitaria; f
Mediastino (MED+) Considerado o comprometimento de linfonodo em localizagédo mediastinal; 9 Pres.Bulky
presenca de linfonodo Bulky ou uma massa tumoral de mais de 10 cm de tamafio; h Multiplos locais >2

presenga de um ou mais de dois linfonodos supra ou infra transversos; imunofenotipagem analise imuno-
histoquimica de marcadores diagndsticos e caracteristicas do LH que sdo CD15, CD30, porém CD20 nem
sempre € positivo para todos os pacientes.

Dados expressos como média * desvio padrdo, e como frequéncia absoluta e porcentagem entre
parénteses.
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Nas tabelas 2.A e 2.B, tem-se a distribuigdo de frequéncias das variaveis relativas
a 12 abordagem terapéutica, a 22 abordagem terapéutica e recidiva, tempo de recidiva,
TMO, SG, condicao e IPS. Observa-se que (51,92%) dos pacientes do presente estudo
faziam tratamento apenas com ABVD. E cerca de (69,23%) dos pacientes estavam no 6°
ciclo de ABVD no primeiro tratamento. A radioterapia (RTX) foi indicada para (23,08%)
dos pacientes. Sobre o perfil de resposta ao primeiro tratamento, (67,31%) dos pacientes
apresentaram resposta completa (RC), (28,85%) dos pacientes ndo responderam (NR) ao
tratamento e (3,85%) dos pacientes apresentaram resposta parcial (RP). Uma 22
abordagem terapéutica foi necessaria em 42,31% dos pacientes com LH. A abordagem
terapéutica mais utilizada nos mesmos foi o ICE (Rituximab, Ifosfamida, Carboplatina e
Fosfato de Etoposideo. Também chamado de regime R-ICE), visto que 59,09% dos
pacientes submetidos a uma nova terapia usaram esse protocolo. Apos a 22 abordagem
terapéutica, observamos que 78,85% dos pacientes com LH tiveram RC, 13,46% tiveram
RP e 7,69% NR (Tabela 2.A).

Dentre os pacientes, 80,77% nao apresentaram recidiva. Dos 19,23% pacientes
que tiveram recidiva, 40% tiveram um tempo de recidiva entre 1 e 2 anos Apenas 26,92%
dos pacientes foram submetidos ao transplante de medula 6ssea. E a sobrevida global
dos pacientes com LH foi de menos de 5 anos em 88,46% dos pacientes. Na avaliagao
da condigao final (ultima noticia ao acompanhamento) dos pacientes, observou-se que a
recuperagcao completa ocorreu em 84,62% pacientes. Apenas 7,69% foram a o&bito
(Tabela 2.B).

Analisando o escore de indice prognéstico internacional no LH (IPS), verificamos
que 38,46% apresentaram escore 3 (60% de sobrevida sem progresséo e 78% de
sobrevida global) e 32,69% apresentaram score 2 (67% de sobrevida sem progresséao e
81% de sobrevida global) (Tabela B).
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Tabela 3.A - Distribuicdo de frequéncias das variaveis relativas a 1? e 22 abordagem
terapéutica dos pacientes coletados no periodo 2015-2019.

Variaveis Frequéncia n=52(%)
Primeiro Tx com ABVD@

5 1(1,92%)
6 36(69,23%)
8 15(28,85%)
Apenas ABVDD

Nao 25(48,08%)
Sim 27(51,92%)
RTXC

Nao 40(76,92%)
Sim 12(23,08%)
13 Resposta 9

NR 15(28,85%)
RC 35(67,31%)
RP 2(3,85%)
22 terapia®

Nao 30(57,69%)
Sim 22(42,31%)

22 abordagem terapéuticaf (n-=22)

ABVD 1(4,55%)
ICE 13(59 09%)
CMVA 1(4,55%)
ESHAP 1(4,55%)
DHAP (22 73%)
GEMP 1(4,55%)
GVD/GMz 3(13,64%)
RTX 1(4,55%)
22 Resposta9

NR 4(7,69%)
RC 41(78,85%)
RP 7(13,46%)

Fonte: Autoria propria

Abreviagbes:Tx: tratamento, RXT: radioterapia, ABVD: doxorrubicina, bleomicina, vinblastina e dacarbazina,
ICE: ifosfamida, carboplatino e fosfato de etoposideo, CMVA:, Platinum, Etoposide, ARAC-C, Dacarbazina;
ESHAP: etoposideo, metilprednisolona, citarabina emaltas doses e cisplatina, DHAP: dexametasona,
citarabina em altas doses e cisplatina, GEMP: protocolo com Gencitabina, GVD/GMZ: gencitabina,

vinorelbina e doxorrubicina/ gemcitabina, dexametasona e cisplatino. Nota:@ Primeiro Tx com ABVD:
numero de ciclos do tratamento de primeira linha; bApenasABVD: pacientes que estavam apenas com o
tratamento ABVD sem radioterapia ou qualquer outroprotocolo; °CRTX: Pacientes que tiveram ou n&o terapia
combinada de quimioterapia e Radioterapia;d1ra Resposta: primeira avaliagdo do paciente apds o
tratamento de primeira linha; €22 terapia: pacientes que foram aos protocolos indicados apds experimentar
a primeira linha; f2da abordagemterapéutica: Estes sdo usados se o linfoma ndo entrar em remissao

completa com o primeiro tratamento ou se voltar apés o tratamento de primeira linha com ABVD; 92 da
Resposta: avaliagdo apos tratamento de segunda linha, Dados expressos como frequéncia absoluta e
porcentagem entre parénteses.
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Tabela 4.B - Distribuicao de frequéncias das variaveis relativas a 22 recidiva, tempo de
recidiva, TMO, SG, condigao e IPS dos pacientes coletados no periodo 2015-2019.

Variaveis Frequéncia n=52(%)
Recidivah

Sim 10(19,23%)
Nao 42(80,77%)

Tempo recidival
<1ano

3(30,00%)

1-2anos 4(40,00%)
Maior que 2 anos 3(30,00%)
T™MOJ

Sim 14(26,92%)
Nao 38(73,08%)
SGk

< 5 anos 46(88,46%)
> banos 6(11,54%)

Condigao Final'

Obito 4(7,69%)
Sem resposta 2(3,85%)
Espectante 1(1,92%)
Resp.Completa 44(84,62%)
Resp.Parcial 1(1,92%)
Ipsm

1 2(3,85%)
2 17(32,69%)
3 20(38,46%)
4 12(23 08%)
5 1(1,92%)

Fonte: Autoria propria

Abreviagdes:Tx: tratamento, RXT: radioterapia, ABVD: doxorrubicina, bleomicina, vinblastina e
dacarbazina, ICE: ifosfamida, carboplatino e fosfato de etoposideo, CMVA:, Platinum, Etoposide,
ARAC-C, Dacarbazina; ESHAP: etoposideo, metilprednisolona, citarabina em altas doses e
cisplatina, DHAP: dexametasona, citarabina em altas doses e cisplatina, GEMP: protocolo com
Gencitabina, GVD/GMZ: gencitabina, vinorelbina e doxorrubicina/ gemcitabina, dexametasona e
cisplatino; TMO: Transplante de células-tronco saudaveis (células formadoras de sangue) para
substituir suas proéprias células-tronco destruidas por doengas, radioterapia ou altas doses de
quimioterapia:SG:Sobrevida Global;IPS: indice pronéstico internacional en el linfoma de Hodgkin.
Nota: hRecidiva: Pacientes que tiveram ou n&o recaida da doencga; iTempo recidiva: periodo de
tempo desde o aparecimento da recidiva, as possiveis recaidas ocorrem quase sempre nos
primeiros 2 ou 3 anos apos o tratamento, sendo extremamente raras asrecaidas apos 5 anos;
jTMO: pacientes que fizeram ou n&o um transplante como tratamento alternativo;kSG: tempo de
sobrevida ate o evento do primer 6bito; ICondicdo Final: ultima noticia queé notificada no
prontuario do paciente; IPS: pontuacdo de 1 a 7 atribuida aos pacientes para diagnosticar
sobrevida livre de progressdo ou global. Dados expressos como frequéncia absoluta e
porcentagem entre parénteses.
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Observamos uma expressao positiva da prooteina PD-1 em 50%, PD-L1 em
86,54% e CTLA4 em 75% nos pacientes com LH (Tabela 5) .

Analisando quanto a intesidade de marcacao das proteinas, PD-1, PD-L1 e CTLA-
4 (tabela 5), observa-se que: a proteina PD-1 apresentou-se com maior intensidade de
marcagcao em (35,48%) dos pacientes, moderada em 25,81%, fraca em 22,58% e
negativa em 16,13% dos paceintes com LH. A proteina PD-L1, a maioria dos pacientes
teve classificacao forte (20 pacientes — 38,46%), seguida da classificagdo moderada (17
pacientes — 32,69%), fraca (8 pacientes — 15,38%) e negativa (7 pacientes — 13,46%). A
proteina CTLA-4 apresentou em sua maioria positividade com intensidade fraca 36,54 %,
seguida de intensidade moderada23,08%, forte em 15,38% e ausente em 25% dos

pacientes com LH.
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Na tabela 7 foi realizado a associagao das expressoes de CTLA-4, PD-L1 e PD-
1 comas variaveis clinicas.

Observa-se que o estagio 2 e 3 possui 0 maior percentual de casos positivos,
com26,92% para os dois casos, seguido do estadio 4, com 15,38% e o estagio 1 com
5,77% de positividade. Porém, nao observamos associagao estatistica entre a
expressao dos das proteinas CTLA-4 (p=0,629), PD-L1 (p=0,444) e PD-1 (p=1) com
relacao ao estadiamento clinico.

No quesito sintomas, aqueles que tiveram o sintoma A (quando nenhum dos
sintomas B existe, a letra “A” é adicionada), possuem menor percentual de casos
positivos de CTLA-4, também o mesmo para PD-L1 e PD-1, foi maior os porcentagem
no caso de sintomas B em positividade das 3 proteinas. No entanto, em nenhum dos
casos houve diferenga estatisticamente significativa. Logo, pode- se concluir que néo
existe associagcao do sintoma com as expressdes CTLA-4, PD-L1e PD-1.

Quanto ao estagio, o nivel avangado teve maiores porcentagens positivas, mas
nao houve associagao estatisticamente significativa com a expressao das proteinas
(p= 0,253) para CTLA-4, e (p=1) para PD-L1 e PD-1. Observamos maior poisitivade das
proteinas com o tipo histolégico esclerose nodular (EN), mas ndo se encontrou
associagao significativa com a expresséo proteinca CTLA-4 (p=0,807) para PD-L1
(p=1) e para PD-1 (p=0,229).

Avaliando o valor médio das expressdes proteica de acordo com a presencga de
comprometimento no mediastino MED+, observamos associagao estatisticamente
significativa entre a expressdo CLTA-4 com os pacientes que n&o possuiam MED+
(p=0,049). Nao observamos associagao entre as expressdées PD-L1 e PD-1 com o
comprometimento no mediastino (p=1) para ambas as proteinas (Tabela 7).

Para aqueles que apresentaram a complicacéo Pres. Bulky, também nao houve
diferencgas significativas em nenhuma das expressdes sendo o valor de p para CTLA-
4(0,706), PD-L1(1) e PD-1(1).
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Na tabela 8 foi relacionado as expressdes estudadas com os tipos de
imunofenotipagem. Pode-se observar a marcacédo de CD15+, CD20+, CD30+ nao
apresentou associagdo estatisticamente significativa com as expressdes dos
marcadores imunoldgicos PD-1 (p=1), PD-L1 (p=0,322) e CTLA-4 (p=0,419).

Em relagao, as variaveis referentes a 12 abordagem terapéutica, as categorias
de 6 e 8 ciclos possuem maior quantidade de casos, e os demais possuem CTLA-4
positivo em aproximadamente 76,93% dos pacientes, no entato ndo observamos
associacao estatisticamente significativa com a expresséo das proteinas (p>0,05).

O uso exclusivo do ABVD apresentou associagao estatisticamente significativa
com a expressao positiva da proteina PD-L1 (p=0,046). A expressao de PD-1 e CTLA4
nao apresentou associagao com o uso do ABVD (p=0,624) e (p=0,149) (Tabela 6).

Com relagédo ao uso de RTX, ndo observamos associagao significativa com a
expressao das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA4 (p=0,553), (p=0,656) e (p=0,466),

respectivamente (Tabela 8).
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Na tabela 9, Observamos associagao entre a expressao positiva de PD-1 e a
primeira resposta ao tratamento com resposta completa (RC) 61,29% (p=0,042).
Apesar da expressao positiva de PD-L1 e CTLA4 com RC no primeiro tratamendo ser
de 55,77% e 48,08%, respectivamente, ndo observamos associagao significatva do
primeiro tratamento as proteinas CTLA-4 (p=0,848), PD-L1 (p=0,745).

A associagao com segunda terapia, foi encontrado diferengas entre quem fez
e quem nao fez a segunda terapia. Observamos que a expressao positiva da proteina
PD-1 associou com os paceintes que nao fizeram uso da segunda terapia (p=0,008).
N&o observamos associagao com a necessidade de segunda terapia e a expressao
de PD-L1 (p=0,685) e CTLA4 (p=0,518).

Com relagado a 2° resposta ao tratamento, se observa que os pacientes com
RC foram os que tiveram a maior proporcao de positividade para a proteina CTLA-4
com 59,62% dos casos. Observamos associacdo entre a expressado positiva de
CTLA4 com a resposta completa do segundo tratamento (p=0,023). Nao observamos
associagao entre a expressao positiva de PD-1 e PD-L1 com a segunda resposta
(p>0,05) (Tabela 9).
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Foram analisadas as associagées do escore IPS com a expressao das trés
proteinas, descritos natabela 11. Sabe-se que o escore IPS varia de 1 a 7, sendo uma
forma de apresentar esses dados para cada proteina € através do valor médio, e
conforme os resultados, vemos, por exemplo, que o IPS médio das amostras de
CTLA-4 negativas foi 3, com desvio padrao de 1,22. As amostras com CTLA-4 positivo
tiveram IPS médio 2,82, com desvio de 0,76. Apesardo IPS ser um pouco menor nas
amostras positivas, € necessario o teste de significancia para comprovar que essa
diferenca é estatisticamente relevante. Paratal, foi aplicado o teste de Mann-Whitney.
N&o observamos associagao significativa entre o escore IPS e a expressao de PD-1,
PD-L1 E CTLA-4 (p=0,752), (p=0,734) e (p=0,468), respectivamente (Tabela 11).

Tabela 11 - IPS vs proteinas PD-1, PD-L1 E CTLA-4 dos pacientes coletados com
LH no periodo 2015-2019.

IPS
Proteinas*
Média (d.p.) Valor p**

PD-1
Negativo 2,8 (0,84) 0,752
Positivo 2,92 (0,89)

PD-L1
Negativo 2,71 (1,11) 0,734
Positivo 2,89 (0,86)
CTLA-4
Negativo 3 (1,22) 0,468
Positivo 2,82 (0,76)

Fonte: Autoria propria

Abreviagdes: IPS: indice prgondstico internacional do LH, PD-1: proteina de morte programada 1; PD-
L2: ligante da proteina de morte programada 1; CTLA-4: proteina T-linfocito-associada citotoxico 4.
Nota: significancia da sobrevida geral e livre de progresséo. Para tal foi aplicado o teste de Mann-
Whitney, os valores p foram todos >0,05, entdo ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
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6.3 ANALISE DA SOBREVIDA EM ASSOCIACAO COM PROTEINAS PD-1, PD-L1E
CTLA-4
Para a analise de sobrevida, foi usado otempo em anos desde o diagndstico do

caso até a ultima notificagdo de cada paciente, e o evento considerado foi a primeira
resposta do paciente e de censura os demais casos, que nao chegaram a ter nenhuma
recuperacao.

Primeiramente, apresentamos no grafico 1 a curva de sobrevida estimada de
Kaplan-Meier para todos os pacientes em estudo considerados até 10 anos e 5 anos
aposo diagnéstico, percebe-se que a mediana de sobrevida livre de resposta (SLE)
ao primeiro tratamento de primeira linha é de 3,33 tanto em 10 anos (Grafico 1) como
em 5 anos (Gréfico 2).

Nos Grafico 3 e 4 temos a analise da curva de de sobrevida de Kaplan Meier,
de acordo com as categorias de positividade de CTLA-4, analisadas em 10 e 5 anos
apos o diagnostico. Afim de saber se existe associagao da proteina CTLA-4 com a
SLE do paciente, foi aplicado o teste de log-rank, onde nao observamos associagao
da expressao positiva de CTLA4 com a SLE (p=0,48) em 10 anos apds o diagnostico
e (p=0,55) em até 5 anos apds o diagndstico, respectivamente.Outras informacgdes

também podem ser obtidas através da tabela 11.
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Avaliando agora o tempo de SLE de acordo com a expressdo PD-L1, nos
graficos 5 e 6, observamos no teste de Log-rank que a expressao positiva de PD-L1
nao associou com a menor SLE em apcientes com com valor de (p=0,37) e de
(p=0,41), para os tempos de diagnodstico de 10anos e até 5 anos, respectivamente.
Logo, podemos concluir que nao ha diferencasde sobrevida livre de resposta dos
pacientes com classificagées negativa, moderada ou forte de PD-L1.

Nos graficos 7 e 8, temos as analises de SLE dos pacientes com LH de acordo
com os grupos de classificagdo da expressdo PD-1. Observamos nos graficos 7 e 8
que a expressao positiva de PD-1 de intensidade moderada associou com menor SLE
com mediana de 1,53 anos, tanto em 10 anos (p<0,0001) como em 5 anos
(p=0,00027).

A analise de sobrevida livre de progressao (SLE) foi associada com a
expressao das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA4 juntas nos pacientes com LH
considerando suas categoriascomo negativo e positivo para os tempos de diagndstico
de 10 anos e até 5 anos (Grafico 9 e 10).

Observamos que a expressao negativa de PD-L1 apresentou menor mediana
de Sobrevida livre de progressao (SLE) de 2,99 anos, ja os pacientes com PD-1
positivo apresentam maior SLE com mediana de 6,59 anos, no entanto, ndo houve
associagao estatisticamente significativa entre as expressdes positivas das proteinas
e a menor SLE nos paceintes com LH tanto na analise de 10 anos (p=0,059) como na

analise de SLE de 5 anos apds o diagnéstico (p=0,13) (Grafico 9).



‘'sodnib
Slew NOSIOP 8J]Uud BPIASIQOS 9p SeAIND ap oedeiedw oo eu opezijin ooueweled
0BUS}SA] WN 9 Yuel-b0| 8]1s8] 0 ‘JaIv|-uejdey| ap opojew O opezijin 104 :sopeq
(1¥°0 d) 1 7-ad wod oessaidxa e oedejas wa oAlesiiubls
10} oeu d apliojea O ‘sojuans ap apepijuenb Jousw efos 0 ajuesuod 10 odwa}
9sso slew |esab odwa) Jousw wodeluasaide ealjeboau oessaldxs e uelussalide
anbso wisse epuie eoelj oessaldxs B sojuand was odwa) Joydw eIapiSuod
as soue G eised ojsodoid | 7-Qd Op oessaldxa & epinaiqos ap oedejal y BJON
eldolid euoiny :ajuo4

(soue we) odwa |

§ 14 € 4 I 0
-0
9¢’¢ 8¢°¢ 2110
98T ¥T'T OpD.LBPOIN
9¢¢ 8¢°¢ 0wy
¥T 66T 0aun3aN ”
(soue) eIpaIy  (soue) euweIpa -¢C m
¢
=
+ o
o
2.
-0§ 3
(¢}
* 3
o
1’4
ke
e}
w
e ;N. [
.m ~
g
|
- e .
\wo=d 00T

Q)JI0] - OpRIRPO]N ORI -+ OANeSaN —+ 17Tdd

‘(soue g 91e) L7-ad Jod opesedas sajusioed sop
Jalg|\-uejdey| ap SOIUBAS Bp BJAI| BPIABIQOS 8p BAINY - 9 0Jljel0)

8.

‘sodnib siew no siop afua
BPIABIQOS 9p SeAInd ap oedeledwod eu opezi|ijn ooujoweled OBU 9)S8)
wn 9 yuel-bo| 8)s8) O‘Ialv|\-uE|dey Bp OpojoW O Opezijin 104 :sope
"(2€£°0 d) eonsipe)sa oedejal wa}
oeu anb opuionpap ajueoiiubis 104 oeu d 8p I0JeA O SOPBJIBPISUOD SOJUBAD
sop oedejuasalde wWo 9jUBISUOD JoudwW wWa} slew |esabwa epiraiqos
ap odwsa) oyjow ap e o eaAnebau oessaidxs e 10} SOPBEIUOJUS SOJUSAD
Slew op e @ eoeJ} oessaldxa e 104 djuejsuod odwas) Joydw ap osoue
01 eJed ojsodoud | 7-Qd Op oessaidxa o epinaiqos ap oedejal Y BJON
eldoud eLony :8juo04

(soue ur) odwa |

8 L 9 ¢ 14 € [4 1 0
£0=d -0
1721
ST &
o
<
=
[ — ®
B 2
; m.
4 0§ 3
a
O " W
o
w
o]
[}
N,v
4 -\
vLe 8¢°¢ 21104 -SL
X
¥ee ¥T'T opP.13PON S
€9 85°€ 0w _.._
T 667 onupSay =
(some) e1paJy  (soue) euRIPS]\
-00T

3)10] - OPeIOPO]N  O%RIJ -+ O0ANeSaN + 1Idd

‘(soue Q| 91e) | 7-Ad Jod opeiedas sejuaioed sop Jalg\
-ue|de) op SOJUBAS 8P dBJAI| BPIABIQOS 8p BAINYD - G 0dljelS)



‘'sodnib
SIEWINO SIOP 8J}Ud BPIABIJOS Bp SEAIND ap oedesedwod eu opezijiin ooujeweled
OBU 9)S8} Wn 9 yuel-B0o| 81sa) 0 ‘Jaisp-uejdey] ap Opo}dW O OpeZI|INIo} :Sopeq
*/2000°0 d ap Jojea o wod eaieoiubls sjuswedl)sipe)ssd
oedejal ewn 8IsIXxe WIS anb woquwe] as-opueroldwod eoely oessaldxd
ap opinbas ‘ajueisuod 37S J0y[dW 8p SO Welo} |-(d eled oanebau welessaldxs anb so
eledsoue G eled ojsodoud |-qd op oessaldxa e @ epIAIASIQOS ap oBdejal Y :BJON
eldoud eLioiny :8ju04

(soue we) odwa

8 L 9 ¢ 14 € 4 I 0
/20000=d -0
172}
ST &
-
e
=
mv
e,
-9
-0§ 3
a
(=}
a
o
v@
o
E 1€ € 210 @
-9
q ST €51 opp.BPON -GL 3
e [Tt 8€t 0.4 <
B 00°S - oayn3aN
Jnpydmo)  (soue) eI\ (soue) eueIpaly
+ < Y <= ~eds .Ooﬁ
A0 OpRISPOTAL 0%kl <+ OAIRSAN -+ [(dd

‘(soue g 91e) |-qd Jod opesedss ssjusioed sop
Jalg|\-ue|dey| ap SOIUBAS Bp JAI| BPIABIQOS 8p BAINY - g 0dljelo)

6.

‘sodnub siew no siop

aJ1Us epIABIgOS Bp SeAIND ap oedeledwod U opez||in ooljeweled ogu
9]S9] Wn 9 yuel-Bo| 8)s8) 0 ‘IBI|N-Ue|dEey Bp OpPOJOW O OpEZI|IN 10} :Sopeq

"1Ldd @ 31S 9p oedejai e L000'0>

d o woo eanisod sjuswedlsipe}se oedejal wa) anb eAosdwod 8s @
09eJ} 10} BJUBISUOD @ odwa) Joyjdw ap epunbas e(0}qo wn wa} soAlebau
Lad sop odnib ou) sopejnsal saloyjpw weisAnqo oainebsu |Qd
weJsejuasalde anb so opuas ‘Jeinoijued 0Sed 9)sau SOJUSAS ap alAl| [eiab
BpIASIJOS WOD S8J0Y|SW Se weloy eoel) 8 eajebau sagssaidxe seeledsoue
01 eJed ojsodoid L-qd op oessaidxe e @ epinaiqos ap oedejal e :BJON

eldold euoiny :ajuo4
(soue w2) odwa

8 L 9 ¢ ¥ € 4 I 0
10000 >d -0
1721
= ST &
=
2
3
(8
=1
e.
1=
U
a
(=3
a
=}
a
173
=]
o
q LEE 00°€ 210 @
1=
4 €7 €< OPD.LopOFY. -CL \/M
o
qe 9% biag o4y ~
E 659 659 onwSaN
ymydmo)  (soue) eipapy | (soue) euvipajy
- e . e sl R Ooﬁ

a0

OpRI2POIN

0%eIJ - OANRSON —+ [dd

‘(soue Q| 91e) L-Ad Jod opeisedss sejusioed sop JaISN
-ue|dey] ap SOJUBAS Bp BJAI| BPIABIQOS 8p BAINYD - J 02ljel)



‘'sodnub

SIEWw NO SIOp 8Jjud BpIABIQOS ap SeAInd apoedeiedwod eu opezijiyn ooujeweled
OBU 9)s8} Wn 9 Yuel-bo| a1s8} 0 ‘Jsivsp\-ue|jdey] ap Opo}ow O OpEeZI[iIN 10} :Sopeq
"(50°0< d) eAeoIUbIS

oedejal BwWN 9)SIXd OBU WISSE EBpuUlB BpIAaIqos eu odnsoubold Joyw op o
oAlebau |-gd O SOpe)nsal Sowsaw SO widjuew as aidwas 375 e Sepeuoioe|al
ojunfuoo wa sagssaldxs se ‘seujajosd saJsy sep oessaldxs e soue G eled
oedesedwod eu |-Ad @ L 7-Ad ‘v-V 11D Se0ssaidxa sep oedejas wd S V :BION
eldold euoiny :ajuo4

(soue w) odway

S 14 € 4 1 0
. . -0
8T°¢ 8¢€ oausod [7ad
T 66T oaun3au ['7qd
€6T € oamisod [@d
00°¢ = oAupsau [qd 1)
- ©
re Ve oautsod pFILD -SC g
a
SLT sTE oaup3au pF L) 2.
<
(soue) eIpI]\  (soue) eURIPIIY @
(2]
2.
-0§ =
a
(=%
a
5
w2
ke
=]
m
B WB ~
S
Nt
elo=d
-00T
oaisod 17dd —+ oamisod [qd + oamisod $yIID —+ semalor
oAnesau 17ad oAne3au 1(d OATJRSRU $YIID -+~ d
‘(soue

mﬁmi-oam:-E_¢-<._5L_8ocemgowwﬁcw_omgwocho_o_\,_
-ue|dey| ep oessalbold ap 8lIAl| BPIABIQOS 8p BAIND - Q] O2ljels)

08

'sodnub siewno siop aque
BPIASIQOS 8p seAInd ap oedeledwod eu opezin odujdweledoeu 9)sso)
wn 9 yues-b0| 81sa} 0 ‘JsIB|-ue|dey ap opoldw O opezijin 10} :sopeqd
'G0‘0 < d woo eAlsod sjuswednsiie}ss oedejal BPEIUOIUD
10} OBU ‘wisse owsaw ‘oAljebau $-y11D welessaldxa anb se 8 |-Qd
odnib 0 welo} SOJUBAS ap aJAl|  BPIABIqOS ap odwa} Jolew weleyuasaide
anb se ‘seujsjoid sgJs} sep oessaldxs e soue (| eled oedesedwod
BU L-Ad @ L71-ad ‘p-V1LD segssaidxe sep oedejas wa JIS V :BION
eldolid euoiny :ajuo4

(soue wa) odway

8 L 9 S 14 € (4 I 0
(423 8¢ ousod [10d 0
T 66T oayw3au 17a0d
S0°¢ £ oanusod [qd
659 659 onw3au [qd
80°¢ t'e oansod pFIID %
LLT e oaywau pFII) - CcT rQ..
aQ
(soue) eipajy  (soue) euerpagy <.
=
w~
Q.
o
0§ &
o
(=N
]
-
a
12
k=l
o]
Nw
I
B w F \.m
£
6500=d 00T

oamisod 17ad + oamsod [qd + oamsod pyILD) —+

, . . SBUIR)0I]
0ATR32U [T — OAne3au [qd -+ O0ANE3aU YLD =+

‘(soue g| 9je) L-ad @
17-ad ‘v-V1LD Jod sopeledas sajuaioed sop Jals)-uejdey
op oessalboid ap 8IAl| BPIABIJOS Bp BAIND - G OdlelD)



81

7 DISCUSSAO
No presente estudo, observamos uma maior frequencia de paceintes com idade

<29 anos, com maioria do sexo feminino. De acordo o sexo, tal percentual Este
percentual coincide com o encontrado em CAMUS, V. e colaboradores (2023) onde o
sexo feminino foi predominante e diverge da maioria dos estudos publicados onde o sexo
masculino é o mais prevalente em porcentagem (“Hodgkin Lymphoma:
Relapsed/Refractory”, 2023). Estudos feitos no Brasil, como SILVA TENORIO e
colaboradores (2019), apresentam que 69,4% dos pacientes com LH sdo do sexo
masculino. No estudode MONTEIRO e colaboradores (2016), a idade média dos
paceintes com LH foi de 28,3 anos e, destes, o sexo masculino teve maior porcentagem
com 64,6%. No estudo brasileiro de Pitombeira e colaboradores (1980), encontrou
predominancia masculina, com idade média predominante de 31 anos, coincidindo com
este estudo brasileiro onde a idade predominante foi de até 29 anos. No estudo de
Almeida e colaboradores (2020) em Sao Paulo, Brasil, a maioria dos pacientes com LH
foi o sexo feminino corroborando com o presente estudo. O fato da maioria dos
participantes serem do sexo feminino pode ser atribuido ao predominio feminino na
populagdo brasileira de acordo com senso demografico de 2022 (IBGE, 2022).

O estagio clinico mais prevalente foi o estagio Il, seguido do estagio lll, quanto ao
tipo de sintomatologia mais prevalente foi o tipo B e quanto a prevaléncia de LHc a
maioria dos pacientes eram do tipo esclerose nodular e celularidade mista. No estudo de
ALMEIDA (2020), com 41 pacientes com LH, observou se que no estadiamento, a
maioria dos pacientes 52,5% tinham estadio Ill e IV e 47,5% apresentaram estadio | e
II. O presente estudo, corrobora com o estadiamento encontrado por Pitombeira (1980)
onde foi observado que a maioria dos pacientes tinham estadio do tipo Il: 37,7% com
predominio cervical (53,7%). De acordo com Leukemia & Lymphoma society (2014), o
subtipo mais frequente no LH écesclerose nodular (EN) representando 60-70% dos casos
de LH, sendo o mais comum nos adultos jovens em idades 15 aos 34 anos. Além disso,
0 ganglio acometido mais comum é o mediastino e o segundo subtipo de LH mais comum é
o de celularidade mista (CM)que fica entre o 25% em adultos maiores e adolescentes.

Em relagdo ao tratamento de primeira linha, no presente estudo a maioria dos
pacientes foram submetidos a 6 ciclos de ABVD. A primeira resposta ao tratamento foi:

resposta completa e a segunda resposta ao tratamento, a maioria dos pacientes obteve
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resposta completa. No estudo de Almeida (2020), os pacientes fizeram em média de 4 a
8 ciclos de ABVD com 66% dos pacientes com resposta completa, corroborando com os
achados do presente estudo. Brockelmann e colaboradores (2018), expressam que
desde que apoliquimioterapia ndo seja contraindicada, estes pacientes devem ser
tratados comdois ciclos de ABVD seguidos de quatro a seis ciclos de AVD (doxorrubicina,
vinblastina e dacarbazina) e tratamento local de linfomas residuais. Cabrera e
colaboradores (2019) relata que pacientes tratados com ABVD em estagios localizados
melhoraram de 85% para 91,7%.

O IPS dos pacientes estava em maior percentual com bom progndstico nos valores
2 e 3. Observamos ainda, uma baixa taxa de obitos.. ALESSIA BARI (2020), avaliou a
significancia prognéstica do IPS em 520 pacientes com LH em estagio avangado no
estudo guiado por PET, foram encontradas pontuagdes do IPS mais prevalentes no IPS
2 e 3 corroborando com os achados do presente estudo; CAMUS, V. e colaboradores
(2023) no estudo com um N:120 encontrou da mesma forma, foi encontrada semelhanca
com baixas pontuagdes. O IPS mantém sua capacidade progndstica em estagios iniciais
e precisa em pacientes com LH avancados. Obtivemos os os resultados do IPS de forma
consideravelmente reduzida, fato que provavelmente estarelacionado a melhora nos
desfechos de sobrevida em pacientes de alto risco.

O percentual de recidiva foi de 19,23%. Do grupo de pacientes do estudo em
refratariedade 26,92% pacientes foram submetidos ao transplante. No estudo de Giesta
(2012), a recidiva foi de 9,27% dos pacientes com LH que atingiram resposta completa.
Dos pacientes que apresentaram recidiva no presente estudo, 40% deles apresentaram
recidiva no periodo de 1 a 2 anos. No LHc, as recidivas ocorrem na maioria dos casos
nos primeiros trés anos apos o diagnostico. Para os pacientes que recidivam ou sao
refratarios, as terapias secundarias séo eficazem em proporcionar outra remissao ou a
cura a doencga. Dentre as opgdes de tratamentos disponiveis para pacientes com LH
recidivante ou refratario existe a terapia combinada, seguida de transplante autélogo de
células-tronco. A radioterapia no local envolvido também pode ser usada (“Hodgkin
Lymphoma: Relapsed/Refractory”, 2023).

No presente estudo observamos elevada expressao das proteinas PD-1, PD-L1 e

CTLA-4 nas biopsia de linfonodo de pacientes com LH por imunohistoquimica. No estudo
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de Gren e colaboradores (2010) observa-se uma alta expressao de PD-L1 / PD-L2 em
célula Reed Stemberg (RS) em LHc (De Re et al., 2019). Tal achado pode ser justificado
pelo ambiente inflamatorio que esta associado a origem das RS derivadas do centro
germinativo, no qual microambiente tumoral cHL (TME) favorece a expressao de PD-L1
nas células RS positivas e macrofagos associados a tumores (TAMs) e a expressao de
PD-L1 e CTLA-4 nas células T para suprimir a imunidade antitumoral (Patel et al., 2019).

Analisando a expressao das proteinas, quanto a intensidade observamos aumento
da expressao da proteina PD-1 tanto em intensidade forte como moderada na maioria
dos casos. No estudo de Artem e colaboradores, (2021) observou-se uma menor
expressao positivas de PD-1 em 68 pacientes com LH, principalmente com intensidades
com intensidade de expressao fraca ou moderada. No estudo de Taylor et al., 2023, a
expressao de PD1 foi heterogénea entre os casos, com padrdes variando de ausencia
de marcacgao a marcacéo fraca, sendo observado uma baixo perfil de expresséao de PD-
1 em celulas CD3, CD4 e CD8 em pacientes com LHc. No estudo de HOLLANDER e
colaboradores (2018), 50% dos pacientes com LHc apresentaram expressao de PD-1 de
intesidade fraca. Contudo,a expressédo expressao a expressao heterogénea de PD-1
deve-se a fatores individuais do paciente, bem como a fatores de regulagédo da expressao
da proteina e a infiltragdo de tumores por celulas T (Hollander et al., 2018).

A expressao de PD-L1 também a maioria obteve maior classificagdo quanto a
intensidade em forte e moderada. No estudo de HOLLANDER e colaboradores (2018), a
expressao de PD-L1 em biopsia de linfonodo de pacientes recidivantes de LH
apresentaram alta expressao de PD-L1 em 73% dos pacientes ao diagnostico por
imunohistoquimica. As células RS no LHc expressam altos niveis de ligante 1 para PD1
(PDL1) por ativacao devido a estado inflamatorio com ativagdo do gene do locus PDL1
em mais de 95% dos casos. A expressao de PDL1 é heterogenea também é proeminente
em outras células do microambiente tumoral essa heterogeneidade na expressao deve-
se a processos biolégicos, como a regulacido de expressao dessa proteina nos niveis de
transcricao, pos-transcricao e pds-traducgao, além de estimulos inflamatérios, ativacédo de
vias oncogénicas (Lee et al., 2022; Yi et al., 2021). Diferentemente do PD-1 e PD-L1, o
CTLA-4 foi predominantemente fraco na maioria dos pacientes. No estudo de He (2020)

também foi observada uma expressao baixa expressao de CTLA-4 no em pacientes com
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LHH. Observamos diferentes padrées de marcacao do CTLA-4 pontos focais ou padrées
dispersos com marcagao: apenas no citoplasma, no citoplasma/membrana ou marcando
completamente a celula citoplasma/membrana/nucleo. Essa variagdo de marcacao deve-
se a infiltragao de celulas T no local do tumor e fatores individuais do paciente.

Na etapa de associagdo das proteinas CTLA-4, PD-L1 e PD-1, ndo houve
significancia estatistica em relacdo as caracteristicas sociodemograficas. Com relagéao
as caracteristicas clinicas em associacdo com proteinas, ndo houve significancia
estatistica, exceto para pacientes com mediastino positivo na analise da proteina CTLA-
4. No estudo de He (2020) foi observado associagao entre a expressao positiva do CTLA-
4 e linfécitos infltradores de tumor (TILs) e com o prognostico. No estudo, Mazzaschi
(2018) a expresséo alta PD-L1 em linfocitos citotdxicos CD8, apresentou associagdo com
o status nodular, pois os tumoresnodulares iniciais tiveram uma pontuagcédo PD-L1, duas
vezes maior (P <0,001) emcomparagdo com o nodular no grau 2.

No presente estudo observamos associagao entre o uso exclusivo do ABVD com
a proteina PD-L1 de maneira significativa. .Os dois principais regimes de quimioterapia
no LH incluem (1) adriamicina (A), bleomicina (B), vinblastina (V) e dacarbazina (D)
(ABVD) ou uso de bleomicina, etoposideo, adriamicina, ciclofosfamida, vincristina,
procarbazina e prednisona (BEACOPP). De acordo com o estudo de Meti e
colaboradores (2018), o uso dos inibidores de PD-1 resultaram numa Resposta completa
ligeiramente inferior e mais duradoura quando comparados om os pacientes que faziam
uso exclusico de ABVD, sugerindo que o uso combinado das duas terapias podem
favorecer ainda mai na resposta completa dos pacientes com LH.

A associagao entre PD-1 e primeira resposta foi estatisticamente significativa
(p=0,042), detectando que aquele com maior percentual que poderia ser influenciado e
significativamente diferente foi RC (61,29%) para o PD-1 com expressao positiva. Assim
COMo na associagao com os pacientes que realizaram uma segunda terapia, observamos
uma relagdo estatisticamente significativa (p 0,008) com aqueles que expressaram a
associagao com a proteina PD-1, sugerindoque mostram que aqueles que nao foram
submetidos a uma segunda terapia apresentam maior propor¢cdo de pacientes com
expressao de PD-1. Por outro lado,na segunda resposta, os pacientes com amostras com

segunda resposta associadaa expressao de CTLA-4 foram significativos (p 0,023),
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influenciando principalmenteos pacientes com resposta completa (59,62%) seguida de
resposta parcial (13,46%).

A associacao da expressao proteica e esta ultima condicio foi estatisticamente
significativa em relagdo ao CTLA-4 (p 0,045), o de maior porcentagem com positividade
em CTLA-4 foi RC (67,31%).Embora o IPS dos pacientes tenha um bom prognéstico e
altasporcentagens, nao foi obtida relagéo estatisticamente significante com a expresséao
das proteinas e o progndstico do paciente.

A sobrevida livre de eventos (SLE) foi considerada como o primeiro evento de
resposta do paciente e resultou em 3,45 anos, utilizando um periodo grafico de10 anos.
E em um periodo de 5 anos, resultou um SLE de 3,07 anos, levando em consideragao
que o evento considerado foi qualquer evento desde o inicio do tratamento até a primeira
complicacdo leve ou critica relatada na histéria clinica. Observamos associagao entre a
expressao entre a expressao positiva da proteina PD-1 de intensidade moderada com
menor SLE. No estudo de Koh e colaboradores (2019), a expressao da proteina PD-1
no microambiente peritumoral foi associado a baixa sobrevida global (SG), considerando
proteina PD-1 como um fator prognéstico independente para sobrvida dos pacientes com
LH. CAMUS, V. e colaboradores (2023) encontrou que na analise multivariada, o status
elevado de PD-L1/PD-L2 foi um preditor independente de resultados adversos. No
presente estudo ndo observamos associag¢ao entre PD-L1 e CTLA4 com a SLE. Koh e
colaboradores (2019), também ndo encontrou associagdo do PDL1 com a sobrevida,
assim como no estudo KUBES e colaboradores (2023) onde a expresséo positiva de PD-
L1 em pacientes com LH também n&o apresentou diferencga significativa entre pacientes
com recidiva e pacientes sem recidiva quanto a analise de SLE. No estudo de Mazzaschi
(2018), o PD-L1 também n&o apresentou associagao estatisticamente significativo na
sobrevida corroborando com os resultados do presente estudo.

A expresséao das tres proteinas juntas ndo apresentou associagdo com a menor
SLE. No estudo de He (2020) sobre a analise da sobrevida demonstrou quea expresséo
de CTLA-4 no tumor foi significativamente associadaaum SLE. A alta expresséo de CTLA-
4 em células tumorais e TILs esta fortemente associada a um mau progndéstico. No
entanto, ndo observamos tal associagao.

Diante disso, o presente estudo ressalta a importancia de identificar a expressao
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dos receptores PD-1, PD-L1 e CTLA4 como potencial biomarcador no LH para o
tratamento e avaliagcdo do prognostico (Barreyro et al., 2018). CAMUS, V. e
colaboradores (2023) expressa que alta expressdo do gene PDL1/PDL2 define uma
populacdo com forte privilégio imunoldgico e piores resultados da quimioterapia padrao
que poderia se beneficiar da terapia de primeira linha com inibidores de checkpoint.

As limitagcdes deste estudo incluem marcagdes inespecificas dificultando a
padronizagdo e analise por IHQ, além do grau variavel e subjetivo de intensidade de
marcacgao das proteinas que fizeram necessario adpatar um score de positividade para
melhor analise das expressdes. Além disso, obtivemos dificuldade em obter amostras
com material suficiente para as analises sugerindo um numero amostral maior de
pacientes com LH para confirmar os achados do presente estudo.

Nesse contexto podemos inferir que a analise da expressao proteica de PD-1, PD-
L1 e CTLA4 foram expressivas no LHc ao diagndstico e associaram com variaveis
clinicas e com o prognostico. Resultados esses que ressalta o uso da expresséo dessas

proteinas no direcionamento da imunoterapia.
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8 CONCLUSOES

* A expressao proteica de PD-1, PD-L1 e CTLA4 revelou-se elevada em pacientes com
LHc ao diagnéstico .

* Nao se observou associagao entre expressao das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA4 e 0
sexo e a idade dos pacientes com LHc.

* A expressao proteica aumentada de PD-1 mostrou associagao com a resposta completa
ao primeiro tratamento com a ndo necessidade de segunda terapia. A expressao positiva
de PD-L1 associou com o uso exclusivo de ABVD e a expressao positiva de CTLA4
associou com o0 ndo comprometimento do mediastino, com a resposta completa ao
segundo tratamento e com a resposta completa na condicao final do paciente com LH.

* A expressao positiva de PD-1 com intensidade moderada de marcagao associou com
menor sobrevida livre de progressao (SLE).

* Além disso, a expressédo de PD-1, PD-L1 e CTLA-4 ndo conferiu associacdo com a
menor sobrevida global (SG).

» Com estes resultados podemos deixar aberta a possibilidade de sugerir a analise de

CTLA-4 e PD-L1 como progndstico no LHc.
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