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RESUMO

As células dendriticas foliculares sdo as mais importantes células apresentadoras de
antigenos e desempenham um importante papel na resposta imune de células B. O
Linfoma de Hodgkin Classico Esclerose Nodular (LHCEN), de origem linféide, mais
especificamente de célula B do centro germinativo (CG), apresenta agregados de
célula dendritica folicular (CDF), célula Hodgkin/Reed Stemberg e variantes, células
B formando complexos relacionados ao CG, sugerindo uma associagdo entre
esclerose nodular e formagdo do centro germinativo. O LHCEN representa 70% dos
linfomas de Hodgkin classico, de progndstico favoravel. Histologicamente &
caracterizado por padrdo nodular, bandas de coldgenos e células lacunares. 0]
objetivo desse estudo foi a avaliagdo da célula dendritica folicular, por
imunofenotipagem com pS100 e fascina, em bidpsia de linfonodo ou massa do
mediastino de pacientes com linfoma de Hodgkin cléssico esclerose nodular
previamente diagnosticados, procurando identificar critérios como fatores
prognédsticos. Foram revisados 159 prontudrios, sendo selecionados 38 pacientes
para o estudo. Dentre os avaliados, 55,2% eram do sexo masculino com relagéo
masculino:feminino de 1,23:1 e a idade com média de 29,3 anos. Dos pacientes,
52,6% eram estadios clinicos I-ll, sendo 68,4% com sintomas sistémicos (B). A
adenomegalia periférica, isolada ou multipla, esteve presente em todos os casos. A
localizagé&o do primeiro ganglio foi identificada em 58% dos casos na regido cervical.
Foram analisados 38 espécimes de bidpsias, sendo observadas 57,9% do subtipo
esclerose nodular 1l. O estudo imuno-histoquimico mostrou 100% de positividade
para o CD30 e 68,4% para o CD15. As células dendriticas foliculares foram
identificadas pelos anticorpos pS100 e fascina, através da técnica imuno-enzimatica
indireta Peroxidase-anti-peroxidase Estreptavidina-avidina-biotina (PAP-Strept ABC),
realizada em laminas pré-tratadas confeccionadas do espécime de bi6psia, incluido
em blocos de parafina. A marcagéo pela pS100 ndo expressou boa visualizagéo da
rede de células dendriticas foliculares, sendo Util como marcador genérico. A fascina
foi o anticorpo padrédo-ouro para células dendriticas foliculares, evidenciando sua
positividade pela imuno-coloragdo marrom. Foi evidenciado padrdo CDF1 em 7,9%,
padrdo CDF2 em 47,4% e CDF3 em 44,7%. N&ao houve relagéo entre a presenga da
célula dendritica folicular e o sexo, idade, estadiamento clinico, parametros
laboratoriais, resposta ao tratamento, mas foi demonstrada uma tendéncia para
associagdo (p=0,056) entre os subtipos do linfoma de Hodgkin classico esclerose
nodular. Os pacientes com presenga de células dendriticas foliculares foram
acompanhados por mais tempo, com média de 32,9 meses. Isto possibilitou uma
associacdo estatisticamente significativa (p=0,001) entre a presenca da célula
dendritica folicular e tempo de acompanhamento.

Descritores: Linfoma de Hodgkin Cléssico Esclerose Nodular; células dendriticas
foliculares — avaliagdo imunofenotipica.



ABSTRACT

The follicular dendritic cells are the most important antigen presenting cells and have
an important role in B cell immune response. Classic Nodular Sclerosis Hodgkin’s
Lymphoma (CNSHL) is a lymphoid neoplasm, more specifically from germinal center
(GC) B cells, presenting with aggregaies of follicular dendritic cells (FDC),
Hodgkin/Reed Sternberg cells and variants and B cells forming complexes related to
the GC, suggesting an association between nodular sclerosis and germinal center
formation. CNSHL represents 70% of classic Hodgkin’s lymphomas and has a
favorable prognosis. Histologically it is characterized by a nodular pattern, collagen
bands and lacunar cells. The goal of this study was the evaluation of the follicular
dendritic cell by immunophenotyping with pS100 and fascin, in lymph node or
mediastinal mass biopsies from patients with previously diagnosed classic nodular
sclerosis Hodgkin’s Lymphoma, trying to identify criteria as prognostic factors. 159
charts were reviewed and 38 patients were selected for the study. From the selected
group 55.2% were males with a male to female ratio of 1.23:1 and a median age of
29.3 years. 52.6% were in clinical stage I-ll and 68.4% had systemic symptoms (B).
Multiple or isolated peripheral adenomegaly was present in all cases. The first lymph
node site was cervical in 58% of the cases. 38 biopsy specimens were analysed and
57.9% were of nodular sclerosis subtype Il. Immunohistochemistry showed 100%
positivity for CD30 and 68.4% for CD15. The follicular dendritic cells were identified
by pS100 and fascin antibodies through the Peroxidase-antiperoxidase Streptavidin-
avidin-biotin indirect inmunoenzimatic technique, which was performed in pre-treated
slides with the biopsy specimens included in paraffin blocks. The marking with pS100
didn’t show good visualization of the network of follicular dendritic cells, and was
useful as a generic marker. Fascin was the gold-standard for follicular dendritic cells,
showing its positivity by the brown color. The CDF1 pattern was present in 7.9%,
CDF2 in 47.4% and CDF3 in 44.7%. There was no relation between the presence of
the follicular dendritic cell and sex, age, clinical stage, laboratorial parameters, or
response to treatment, but a tendency for the association (p=0.056) between the
subtypes of classical nodular sclerosis Hodgkin’s lymphoma was demonstrated. The
patients with follicular dendritic cells present in their biopsies have been watched for
a longer period of time of about 32.9 months. This enabled a significant statistical

association (p=0.001) between the presence of follicular dendritic cells and length of
follow-up.

Descriptors: Classic Nodular Sclerosis Hodgkin’s Lymphoma; follicular dendritic
cells — immunophenotyping. ,



10

11

12

13

14

15

LISTA DE FIGURA

Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo célula RS. Coloragao
HE. AUmento de 200X ......sussiimsssisssse ssninissssmssassssnnsansnsmsarssasserssnrnnsassassisas
Distribui¢céo dos pacientes com LHCEN conforme proCedéncia. Fortaleza-
Ce, 19962002 ....cevveeeeerireeereirrresinerssressssreasresssseessssssseessssassansssassste s it
Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo riqueza de
eosindfilos. Coloragao por HE. Aumento de 200X ........cccoceininniniiiininnnn
Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo eosindfilos.
Coloragdo por HE. Aumento de 100X ...
Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo o subtipo ENI.
Coloragédo HE. Aumento de 40X ...
Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo o subtipo ENII.
Coloragéo HE. Aumento de 40X ...,
Corte histolégico de linfonddo com LHCEN exibindo expresséo de fascina
no padrdo CDF1. Aumento 100X ...
Corte hiétolégico de linfonodo com LHCEN exibindo expressao de fascina
no padrdo CDF1. Aumento 200X

Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo expresséo de fascina

no padrdo CDF2. Aumento 200X ........ccuiriininnennnni s
Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo express&o de fascina
no padrdo CDF2. Aumento 100X .......cccoeririnininniiine s
Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo expresséo de fascina
no padrdo CDF3. Aumento 100X ...

Corte histol6gico de linfonodo com LHCEN exibindo expressao de fascina
no padrdo CDF3. Aumento 200X .......cccecerirrinennininii s
Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo expresséo de fascina
em células endoteliais. Aumento 100X ......ccceiviiiiiiiiinniine s

Corte‘ histolégico de linfonodo com_LHCEN exibindo expresséo de fascina
em células endoteliais. Aumento 100X .........ccoovviiiiniiinnniinns
Corte histoldgico de linfonodo com LHCEN exibindo expresséo da pS100
no padrdo CDF3. Aumento 100X

24

48

51

52

53

53

56

56

57

57

58

58

59

60



LISTA DE GRAFICOS

Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo o sexo. Fortaleza-CE,
121 8, R ——————————————t
Distribui¢do dos pacientes com LHCEN segundo a féixa etéria. Fortaleza-
CE; 1996-2002 .....coiiiirirrerrnrerisiesiieisiisinsisssiassssssssssssessssssssssssssssssnsesssssasns
Distribuicdo dos pacientes com LHCEN conforme a cor. Fortaleza-CE,
1QOBL2002 .....rmurnsinrmssnes sasssersosnmesiaisssssssises 65556850 614§ HHATHEAN E5PISTPARITI RS STERT S xR eanas
Distribuigio dos pacientes com LHCEN de acordo com o estado civil.
Fortaleza-CE, 19962002 ......ccccuvssssisinrsmssussssonsissssssnnnsessnnensssssnrssssassssnsnnsse
Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo localizagéo do primeiro
ganglio. Fortaleza-CE, 1996-2002 ..........ccccoieniimiiinnininiiiins
Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo estadiamento clinico e
sintomas gerais. Fortaleza-CE, 1996—2002 ...........c.ccccniiniiniinnininn.
Distribui¢do dos pacientes com LHCEN segundo o subtipo. Fortaleza-CE,
TROBRBOOD. s csisiionsmrasinmrnssvarersviisdesst brusbitessnsss sris s5sss £7s coaTERI IERH SIS RIS RSSO LV S TSRS
Distribuigdo dos pacientes com LHCEN segundo IHQ com os marcadores
CD30 e CD15. Fortaleza-CE, 1996—2002 .........ccccereerininireerininnininnn,
Distribuigdo dos pacientes com LHCEN conforme padrédo CDF. Fortaleza-
CE. 1996 — 2002

..........................................................................................

43

44

45

46

49

50

52

54



10

11

12

13

14

15

16

LISTA DE TABELAS

Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo a faixa etéria. Fortaleza-
CE, 19962002 ....ccceeerrreerreriesiiiiiisresesiisssssess s st s
Distribuicdo dos pacientes com LHCEN conforme ‘ai cor. Fortaleza-CE,
1996-2002

Distribuicdo dos pacientes com LHCEN de acordo com o estado civil.
Fortaleza-CE, 1996—2002 ........cccerrrrererrrresinesiineissnssssnesssssssssssssssssssssssns
Distribuicdo dos pacientes com LHCEN de acordo com a procedéncia.
Fortaleza-CE, 1996—2002 ........ccccovrureiiiiiiininninisnsssssessssesssnss s
Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo localizagdo do 1°
ganglio. Fortaleza-CE, 1996 — 2002 ...........ccooiiiimnmmnmnes
Distribuicdo dos pacientes com LHCEN conforme padrdo CDF. Fortaleza-
CE, 1996-2002 .....ccverrereerreresiesssisiesissessesssssssasssessasss st s ssassasssssssess
Distribuicdo de pacientes de acordo com dados clinicos, tipo esclerose
nodular, e padrédo CDF. Fortaleza-CE, 1996-2002 ... croressersassissisnsssimsssssamnns
Distribuicio do sexo com padrdo CDF relacionados a pacientes com
LHCEN. Fortaleza-CE, 1996—2002 ........c..ccccriniummernininenniiienininnsn.
Distribuicdo da procedéncia com LHCEN relacionado ao padrao CDF.
Fortaleza-CE, 1996=2002 ........cceecirrrrirmiiniisinnnessinnessensssssssinss s sessnses s
Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo tempo de doenga e
padrdo CDF. Fortaleza-CE, 1996-2002 ........c.cocommiimmniiinnes
Distribuigdo dos pacientes com LHCEN, segundo estadiamento e padréo
CDF. Fortaleza-CE, 1996-2002 ........ccccciniimmmimnereninnnseiini s
Distribuicdo do subtipo LHCEN com padréo CDF. Fortaleza-CE, 1996—
721010 22RO PP PPPTPPTIRR LIPS
Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo tempo de
acompanhamento e padrédo CDF. Fortaleza-CE, 1996-2002 .......ccccccvvvvnnnee
Distribuigo dos pacientes com LHCEN segundo a resposta ao
tratamento. Fortaleza-CE, 1996-2002 ...........ccovmmimiiiniinnnini
Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo recidiva. Fortaleza-CE,
1996-2002

Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo padrdo CDF e Obito.
Fortaleza-CE, 1996-2002

............................................................................

44
45
46
47
49
55
62
62
63
63
64
65
65
66
66

67



10

11

12

13

14

15

16

LISTA DE TABELAS

Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo a faixa etaria. Fortaleza-
CE, 1996-2002

Distribuicdo dos pacientes com LHCEN conforme a cor. Fortaleza-CE,
1996=2002 ..ovieiirrrerrirrrerireesss st
Distribuicdo dos pacientes com LHCEN de acordo com o estado civil.
Fortaleza-CE, 1996—2002 ........ccccsiiriiiiiniiiiiiieines s s
Distribuicdo dos pacientes com LHCEN de acordo com a procedéncia.
Fortaleza-CE, 19962002 ..........cccoviriiiiniiniiinniniinnnssne s ssssessssisssssnsssssssns
Distribuiio dos pacientes com LHCEN segundo localizagéo do 1°
ganglio. Fortaleza-CE, 1996 — 2002 ..........ccooiiiiiiiiinnnnes
Distribui¢do dos pacientes com LHCEN conforme padrao CDF. Fortaleza-
CE, 1996-2002 .....ccvvivreeueerereesiisseossessessssssisasssss s st
Distribuicdo de pacientes de acordo com dados clinicos, tipo esclerose
nodular, e padrédo CDF. Fortaleza-CE, 1996-2002 .........cccoviinniniinninnns
Distribuigdo do sexo com padrdo CDF relacionados a pacientes com
LHCEN. Fortaleza-CE, 1996—2002 .........c.cccieemiiimmmnnnininnniininiiesess
Distribuigdo da procedéncia com LHCEN relacionado ao padrdo CDF.
Fortaleza-CE, 1996=2002 .......cccecrririririiisiemnressss e ssns s
Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo tempo de doenca e
padrdo CDF. Fortaleza-CE, 1996-2002 ........ccoonniinninini,
Distribuicdo dos pacientes com LHCEN, segundo estadiamento e padréo
CDF. Fortaleza-CE, 1996-2002 ........ccccvireiriiinneeemnnnnesssnssinisss s
Distribuigdo do subtipo LHCEN com padréo CDF. Fortaleza-CE, 1996—
721010 22T T T USRI PP PPPPTTPRRTII
Distribuigdo dos pacientes com LHCEN segundo tempo de
acompanhamento e padrao CDF. Fortaleza-CE, 1996-2002 ..........ccceevunnnn.
Distribuicdo dos pacientes com LHCEN | segundo a resposta ao
tratamento. Fortaleza-CE, 1996-2002 ...........cooimmmmeiiininiiniiine,
Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo recidiva. Fortaleza-CE,
1996-2002

Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo padrao CDF e ébito.
Fortaleza-CE, 1996-2002

............................................................................

44
45
46
47
49
55
62
62
63
63
64
65
65
86
66

67



17

18

19

20

21

Distribuicdo dos dados de pacientes com LHCEN de acordo com dados
clinicos, subtipo esclerose e padrdo CDF, entre Baur e o presente
ESTUTO +verreerreeceierere et s st e

Distribuicdo dos dados de pacientes com LHCEN de acordo com dados
clinicos e padrdo CDF, entre Alavaikko e o presente estudo

Distribuicdo dos subtipos histologicos em pacientes com Linfoma de
Hodgkin em criangas e adultos, segundo resultados e autores
consultados NO CRATA .......ueeeevverrieiisiiii i s

Distribuicdo dos resu]tados padrdo CDF em pacientes com LHCEN
segundo alguNs AULOIES ...

Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo hemograma, LDH, VHS
— fascina. Fortaleza-Ce, 1996-2002 ........ccccuiimrinrirninienssniininine s

73

73

74

7

99



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABVD - doxorrubicina, bleomicina, vinblastina, dacarbazina
Ac — Anticorpo

Ag — Antigeno

BNLI — Comissé&o Britanica de Investigagéo dos Linfomas
BSA — Soro Albumina Bovina

CAC - Central de Andlises Clinicas

CD — Célula Dendritica

CD — Célula Dendritica Folicular

C-MOPP-ABV - Ciclofosfamida - mecloretamina, vincristina, procarbazina,
prednisona - doxorrubicina, bleomicina, vinblastina

COMEPE — Comité de Etica em Pesquisa

CPA - células apresentadoras de antigenos

DPML — Departamento de Patologia e Medicina Legal
EBV — Virus Epstein-Barr

EMA — Antigeno Epitelial de Membrana -

EN | — Esclerose nodular Tipo 1

EN Il — Esclerose nodular Tipo 2

EORTC - Organizagéo Européia para Pesquisa e Tratamento de Cancer
EUA — Estados Unidos da América

Fc — Fragmento de complemento

GHSG — Grupo de Estudo Aleméo para Linfoma Hodgkin
H — Hodgkin »

HE — Hematoxilina-eosina

HEMOCE - Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara
HUWC — Hospital Universitario Walter Cantidio

ICC - Instituto do Cancer do Ceara

IgE — Imunoglobulina E '

IgG — Imunoglobulina G

IHQ — Imuno-histoquimica

IL 2 — interleucina-2

IP1 — indice Internacional de Prognéstico

L&H - linfocitica e histiocitica



LABTECH — Laboratério de Técnicas Especiais Cito e Histopatoldgicas

LDH - Desidrogenase latica -

LH - Linfoma de Hodgkin

LHC - Linfoma de Hodgkin Classico |

LHCCM - Linfoma de Hodgkin Classico Celularidade Mista

LHCDL - Linfoma de Hodgkin Classico Deplegéo Linfocitica

LHCEN - Linfoma de Hodgkin Classico Esclerose Nodular

LHCRL - Linfoma de Hodgkin Classico Rico em Linfécitos

LHPLN ~ Linfoma de Hodgkin Predominancia Linfocitica Nodular
LMP — Protefna de membrana tardia

" LNH - Linfoma n&o Hodgkin

MOPP - mebloretamina, vincristina, procarbazina, prednisona

MOPP-ABV — mecloretamina, vincristina, procarbazina, prednisona - doxorrubicina,
bleomicina, vinblastina

NC - N&o classificada

NEG Negativo

OMS - Orgamzagao Mundial de Saude
PAP — Peroxidase anti-peroxidase

PET - Positron Emission Tomography
pS100 - Proteina S100

RC - Remissao completa

Rl — Remissao incompleta

RS - Reed-Sternberg

SNC - Soro Normal de Coelho

Strept ABC — Complexo Estreptavidina-avidina-biotina
TBS — Solugéo salina tamponada

UFC — Universidade Federal do Ceara
VHS — Velocidade de hemossedimentagéo
WHO - World Health Organization



SUMARIO

§ TNTRODUGAD: ....cc.cossommamsassmecsssesssssessassssassssmasassass oo ssassessivssessssssssss s 14
1.1 Consideragoes GEIAIS ..vevrrereireeieeseisie st 15
1.2 Célula Hodgkin/Reed-Sternberg ... 22
1.3 CAlula DeNItiCa .......cocvvumrrimririiesii s - 25
1.4 Célula Dendritica FOICUIAT ... 27
2 OBJETIVOS ... e 29
3 MATERIAL E METODOS .....ccovmmmmmmmrmmmmmsemmsssmssssmmmmmmssssssssssssssssssssssssses 31
3.1 Delineamento do eStUdO ..., 32
B2 BB 1rs connenernmoss eamsrvesreperssenssoss cisa isssrsmmss s s eS8 32
3.2.1 PACIENIES ..uvveiiiieieiiieirririere et s .32
3.2.2 Obtengao de dados epidemiolégicos e anatomocliniCos ..........ccouvveveereene. 32
BB IMELOUOS oo e 34
3.3.1 Andlise histopatol0giCa .........cvvviiiiiiiininiin 34
3.3.2 Estudo imuno-hisStoquimIiCO .......cccuieivuiniinniinii s 36
3.3.3 AnticOrpos MONOCIONAIS ......ceviriereniesininic i 36
3.3.4 Técnica imuno-enzimatica indireta ........cc.ocvveeinininn 36
3.3.5 Andlise e interpretac@o dos resultados ... 39
3.4 Consideragies ICAS ... s 40
3.5 Andlise estatiStiCa ........ccccvvvrerrrerir 40
4 RESULTADOS ...t s 42
5 DISEUBSAD ........coommumionsusresmismssmsseusmsasessass eovsssssintisia csssississssanss sissmses 68
6 CONCLUSOES ....cccooouvrrrrren R S S 79
REFERENCIAS ...oooeceeecvvoveeosssssssssssssse s sssssssssssssssssss s 81
APENDICES ....oooooocvvvvvsesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s 96

ANEXDS ....oooncmscmsesessmnsrsssssssrensassisosissiass i soss essass tiansssssaspesssasspasssassssassasesaioiss 100



INTRODUCAO




15

1 INTRODUGAO

1.1 Consideracgdes gerais

O Linfoma de Hodgkin (LH) é uma neoplasia linfoproliferativa,
caracterizada histopatologicamente pela presencga de células malignas denominadas
Reed-Sternberg (RS), envolvidas em um background celular distinto e que apresenta
clinicamente, em mais de 90% dos casos, uma linfadenomegalia periférica indolor
(KAPLAN, 1980).

Em 1832, Thomas Hodgkin, cirurgido inglés, descreveu pela primeira vez
os aspectos clinicos e patolégicos de sete doentes com caracteristicas clinicas
incomuns envolvendo linfonodos e que apresentavam quadro clinico e histolégico
peculiar (HODGKIN, 1832). Em 1865, Samuel Wilks reconhecendo a importéncia
desta patologia, designou-a como Doenga de Hodgkin (WILKS, 1865).

O Linfoma de Hodgkin contabiliza, aproximadamente, 30% de todos os
linfomas. Sua incidéncia, aparentemente, ndo tem mudado em contraste com o
Linfoma ndao Hodgkin (LNH), que tem apresentado aumento constante (STEIN,
2001). O LH é uma doenga maligna, com 2 — 4 casos novos por 100.000 habitantes
/ano (KIM et al., 2003; YUNG; LINCH, 2003).

A doenca tem uma caracteristica distribuigdo bimodal, no que diz respeito
3 idade. Nos Estados Unidos e em outros paises industrializados, o pico inicial
ocorre década dos 20 anos, e o segundo pico, ap6s os 50 anos de idade (HUDSON;
DONALDSON, 1997; KIM et al., 2003). Nos paises em desenvolvimento, como 0
Brasil, ocorre um pico inicial antes da adolescéncia (SOARES, 1994; SOUZA, 1997;
MURAD, 1999; SILLA et al., 2004). No Ceard, o pico na infancia foi registrado em
torno de 10 anos (PITOMBEIRA, 1980; PITOMBEIRA; MARTINS; BASTOS, 1982;

ABREU, 1996) e nos adultos entre 20 e 49 anos (FERREIRA; OLIVEIRA; ALENCAR,
1977).

Um maior conhecimento da fisiopatologia do LH tem sido obtido com
estudos usando microdissecgdo e métodos genéticos moleculares, para caracterizar

antigenos receptores de genes de célula neopldsica individual, assim como estudos
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da apoptose, expresséo de antigenos e producdo de citoquinas pela célula tumoral
(STEIN, 2001).

Na cidade de Lyon (Franga), em 2001, a Organizagdo Mundial de Satde
(OMS) langou a classificacdo de doengas neopldsicas dos tecidos linféide e
hematopoético, que distingue o LH em dois tipos histolégicos: Linfoma de Hodgkin
Predominancia Linfocitica Nodular (LHPLN) e Linfoma de Hodgkin Classico (LHC).
Essas duas entidades diferem em suas caracteristicas clinicas, evolugéo,
morfologia, imunofenétipo e imunoglobulina transcrita de células neopldsicas, bem
como na composicdo de seus substratos celulares. Dentro do LHC, quatro subtipos
tém sido distinguidos baseados na caracteristica do infiltrado reacional e morfologia
da célula H/RS: Esclerose Nodular — tipo | e tipo Il (LHCEN), Rico em Linfécitos
(LHCRL), Celularidade Mista (LHCCM) e Deplegao Linfocitica (LHCDL) (STEIN et
al., 2001a; THOMAS et al., 2004).

Linfadenopatia cervical ou supraclavicular assintomatica é a manifestacéo
clinica mais comum do LH. Massas mediastinais sdo, algumas vezes, somente
descobertas apds exame radiografico de rotina do térax ou por produzir sintomas de
compfesséo da traquéia ou do brénquio. Raramente, uma linfadenopatia a‘xilar ou
inguinal é a primeira manifestagédo no LH (ABREU, 1996; EKSTRAND; HORNING,
2002; OBERLIN, 2003; YUNG; LINCH, 2003).

Sintomas constitucionais, como febre, suores noturmnos profusos e perda
de peso ocorrem em torno de 25% dos pacientes com LH (HUDSON; DONALDSON,
1997: YUNG; LINCH, 2003). Outros sintomas, como prurido e dor ao nivel do ganglio
hipertrofiado provocada pela ingestdo de alcool, ndo influenciam o progndstico
(SPECTOR et al., 1993).

As etapas recomendadas na investigagdo diagndstica, apdés minuciosa
anamnese, é um cuidadoso exame fisico, avaliando todas as areas com
envolvimento de ganglios comprometidos e investigagao laboratorial inicial com
hemograma, VHS, provas de fungéo hepdtica, renal e raio X de térax. A definigéo
diagndstica é estabelecida pelo exame histopatologico da biépsia do tecido
ganglionar, considerado padréo-ouro do diagnéstico. O quadro histolégico
patognoménico é o reconhecimento da célula mononuclear Hodgkin ou célula
multinuclear Reed-Sternberg em infiltrado celular podendo conter variedade mista de

pequenos linfécitos ndo neoplésicos, eosindfilos, neutrdfilos, histiécitos, células
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plasméticas, fibroblastos, célula dendritica folicular e fibras de colageno
(EKSTRAND; HORNING, 2002).

Confirmado LH, seguem-se exames complementares para estadiamento,
como a tomografia computadorizada de tdrax, abdome e pelve ou mesmo
ressondncia magnética, biépsia de medula 6ssea (STEIN et al, 2001b). As
cintilografias pelo galio 67 sdo Uteis para avaliar doenca residual (HUDSON;
DONALDSON, 1997). Estudos tém indicado que PET (Positron Emission
Tomography) scan pode ser mais sensivel para avaliar doenga residual e ressaltam
sua importancia progndstica (EKSTRAND; HORNING, 2002; OBERLIN, 2003; von
SPRONSEN: VELDHUIS, 2003; YUNG; LINCH, 2003; DIEHL; THOMAS; RE, 2004).

A partir de 1971, apés um simpésio realizado na cidade de Ann Arbor,
Estado de Michigan (EUA), foi reconhecido um sistema de estadiamento para LH
(Quadro 1), recebendo algumas modificagdes na Conferéncia Internacional realizada
em 1988 na regido de Cotswolds (Inglaterra), e aceitas mundialmente (LISTER et al.,
1989).

Quadro 1- Sistema de Estadiamento Ann Arbor com modificagédo de Cotswolds

Estadio I: Comprometimento de uma Unica regido ganglionar ou comprometimento de um tnico
6rgéo ou sitio extralinfatico (por ex.: bago, timo, anel de Waldeyer).

Estadio II: Duas ou mais regides ganglionares do mesmo lado do diafragma isoladamente ou com
comprometimento limitado de érgéo ou tecido extralinfatico

Estadio Ill: Duas ou mais regiées ganglionares em ambos os lados do diafragma
(111), com ou sem envolvimento de génglios esplénicos, hilares, celiacos e portais
(1112),com envolvimento de ganglios paraadrticos, iliacos ou mesentéricos

Estadio IV: Focos mdltiplos ou disseminados de comprometimento de um ou mais 6rgéos ou
tecidos extralinfaticos, com ou sem comprometimento linfatico.

Fatores Modificantes
A — auséncia de sintomas sistémicos

B-— presenga de sintomas sistémicos: febre significativa, sudorese profusa noturna ou perda de
peso inexplicada superior a 10% do peso corporal normal, nos ultimos 6 meses.

X - doenga bulky: massa mediastinal superior a um tergo do diametro da caixa torécica, Massa
nodular > 10 cm

E — Envolvimento de simples sitio extranodal que é contiguo ou préximo ao conhecido sitio nodal
Fonte: Diehl, Thomas e Re (2004).
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As alteragdes laboratoriais observadas, por ocasiéo do diagndstico, fazem
parte de um quadro de sindrome inflamétoria e incluem leucocitose com neutrofilia,
linfopenia, eosinofilia, monocitose, elevagédo da velocidade de hemossedimentagéo
(VHS), do cobre sérico ou dos niveis de ferritina. A anemia, resultante de diminuigéo
da mobilizagdo das reservas de ferro indica a presenga de doenca avangada. A
anemia hemolitica associada ao LH pode apresentar teste de Coombs positivo e
estar acompanhada por reticulocitose e hiperplasia normoblastica de medula dssea
(TEILLET; BOIRON; BERNARD, 1971; HUDSON; DONALDSON, 1997).

O diagnéstico diferencial é feito com sarcomas de células multinucleadas,
carcinomas, especialmente de rinofaringe, tumor de células dendriticas foliculares,
melanomas ou algumas linfadenites, virais e bacterianas, que podem conter células
multinucleadas do tipo RS e sugerir LH (FERREIRA; MENEZES, 1977; MURAD,
1999; SHIMAZAKI et al., 2002). A imuno-histoquimica tem valor diagndstico na
reorganizacdo dos subtipos tradicionais do LH, como na distingdo de outras
desordens linfoproliferativas com células RS simile (BROUSSET, 1999; CHAN,
2001: DOGAN et al., 2003). O LH confunde-se com alguns Linfomas nao Hodgkin
(LNH),'principalmente com 0s anaplési‘cos de grandes célUIas (ALCL) (HARRI et al.,
1994;: BRAZIEL; OYAMA, 1997; DUNPHY; CRAVER; EMERSON, 1997
BROUSSET, 1999; KIRCHNER et al., 2001; BROWNE et al., 2003), com Linfoma de
célula B rico em células T ou histiécitos (FLEMING; SHAHSAFAEI; DORFMAN,
1998: RUDIGER et al, 1998), com outros Linfomas, H-LNH (GONZALEZ;
MEDEIROS: JAFFE, 1991; HARRIS, 1992; JAFFE; ZARATE-OSORNO;
MEDEIROS, 1992), com Linfomas de células T periféricas (BROUSSET, 1999;
BROWNE et al., 2003).

Varios fatores prognésticos tém sido identificados no LH: idade, sexo,
sintomas sistémicos, estadiamento clinico e patolégico, nimero de areas linfonodais
comprometidas, envolvimento e extensdo da doenca mediastinica, numero de
linfonodos envolvidos, aspectos histopatolégicos, atipias das células H/RS, ndmero
de células tumorais (expans&o, crescimento, resisténcia e apoptose), elevagéo do
VHS, ntimero de linfécitos e de eosindfilos no sangue periférico, positividade dos
marcadores linféides CD15 e CD30, liberagdo de componentes da familia do fator de
necrose tumoral, presenga da célula dendritica folicular e resposta a terapia
(KAPLAN, 1980: CARDE et al., 1988; PROCTOR et al., 1991; SPECHT; NISSEN,
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1988; GOBBI et al., 1989; WIJLHUIZEN et al., 1989; SPECHT, 1991; HEALEY et al.,
1993: PROCTOR; TAYLOR, 1993; ALAVAIKKO et al., 1994; GOBBI et al., 1994,
FERME et al., 1997; OUDEJANS et al., 1997; BAUR et al., 1998; BRICE, 1998; von
WASIELEWSKl et al, 2000; JOSTING et al., 2002; ZANDER; WIEDENMANN;
WOLF, 2002; DIEHL, 2003; SMITH et al., 2003; von WASIELEWSKI et al., 2003).

Uma avaliagdo exata do progndstico assume importancia no LH, desde
que a maioria dos pacientes podem ser curados com terapia hibrida e os riscos pos
tratamento s&o significantes (EKSTRAND; HORNING, 2002).

A Organizagéo Européia para Pesquisa e Tratamento de Cancer
(EORTC) identificou vérios fatores prognésticos para doenca localizada, utilizados
universalmente, estratificando o tratamento (Quadro 2). Para doenga avangada,
pode-se utilizar ainda o indice de Hasenclever ou indice internacional de prognostico
(lPI)‘ (TUBIANA, HENRY, CARDE, 1987; HASENCLEVER; DIEHL, 1998).

“Quadro 2 - Fatores de risco em doenca localizada, segundo a Organizagéao Européia
para Pesquisa e Tratamento de Cancer (EORTC) |

FAVORAVEL DESFAVORAVEL
Paciente deve ter todos os fatores Paciente tem algum fator

- Estadioclinicolell " - Estadio clinico Il com envolvimento de

Méximo de 3 dreas nodais envolQidas no minimo 4 areas nodais
- ldade < 50 anos - ldade > 50 anos

VHS < 50mm/h sem sintoma - VHS > 50mm/h sem sintoma

< 30mm/h com sintoma B > 30mm/h com sintoma B
Mediastino — didmetro toracico < 0,35 - Mediastino — diametro torécico > 0,35

Fonte: Yung e Linch (2003).

O tratamento do LH é um dos grandes triunfos da medicina no século XX
e tornéu-se um dos melhores exemplos de neoplasia curdvel, quando abordada
corretamente. O LH em criangas e adultos é curdvel acima de 90% dos casos. As
duas principais modalidades terapéuticas sao a radioterapia e a quimioterapia
(YUNG; LINCH, 2003; DIEHL, 2004).
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Até 1960, somente uma minoria de pacientes com doenga localizada e
tratados com radioterapia, poderia ser curada. Com a introdugéo do regime de
poliquimioterapia MOPP (mecloretamina, vincristina, procarbazina, prednisona) por
De Vita et al (1970) e posteriormente o regime ABVD (doxorrubicina, bleomicina,
vinblastina, dacarbazina) descrito por Bonadonna et al. (1975) resultou em sobrevida

livre de doenca de cerca de 66%, mesmo incluindo pacientes com estadio IV.

Simultaneamente, incrementaram-se as técnicas de radioterapia
(irradiagdo megavoltagem, aceleador linear) aumentando taxa de cura para 90% em
pacientes com estadio inicial ou intermedidrio. A introducdo de novos regimes de
poliquimioterapia resultou em melhora na sobrevida de pacientes com doenca
estadio avangado indicando uma taxa de sobrevida de 3 anos em mais de 92% dos
casos (CANELLOS et al., 1992; MURAD, 1999; ZANDER,; WIEDENMANN; WOLF,
2002; KIM et al., 2003).

Acima de 95% dos pacientes com LH & primeira apresentagéo, alcangam
remissdo completa apés tratamento padrdo, dependendo do estaddio e perfil dos
fatores de risco. Nos casos de recidiva, os pacientes tém diferentes opgdes de
tratamento, culminando com o transplante autélogo da célula tronco (DIEHL et al.,
1998: JOSTING et al, 2002ab; DIEHL, 2003; DIEHL et al, 20083;
ECONOMOPQULOS et al., 2003). '

Estratégias futuras de tratamento em fase experimental relatam drogas
citotéxicas como gemcitabine, andlogo da cytarabina e imunoterapia utilizando o
linfécito T citotéxico, proteina de membrana tardia (LMP) seletivo com célula dendritica
autoléga (HUNDSON,; DONALDSON, 1997; YUNG; LINCH, 2003).

Entretanto, com o aumento do nimero de pacientes curados e um longo
follow-up, os efeitos colaterais tém se torado evidentes. Ambas, radioterapia e
quimioterapia, t&m conseqiiéncias especificas, como risco de infertilidade, segunda
neoplasia, doencas cardiacas, coronarianas, disfungdes endocrinas e
hipoesplenismo (HOPPE; SPEAKER, 1998; NASCHMAN et al., 2002; DIEHL, 2003;
ECONOMOPOULOS et al, 2003; OBERLIN, 2003; SMITH et al, 2003;
CHRONOQOWSKI et al., 2004).

A recente classificagio WHO mostra o LH como entidade especifica com

clinica, morfologia, fenétipo e caracteristicas genéticas. Assim, uma classificagao
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acurada das neoplasias hematopoéticas, muitas vezes requer um suplemento
imuno-histoquimico, algumas vezes auxiliado por técnicas moleculares (DELSOL,
1999; STEIN, 2001). Na verdade, a avaliagédo da positividade das células H/RS é
dificil uma vez que a expressao ocorre na membrana e linfécitos vizinhos podem
simular positividade das mesmas. Porém, é neste tecido que a boa fixagéo e a boa
técnica histolégica sdo fatores criticos precedendo a indicagédo do uso da imuno-
histoquimica (ALVES, 1999; VASSALLO, 1999; CHU et al., 2000).

Todos os subtipos do LHC tém o mesmo fenétipo, as células H/RS séo
positivas para o CD30 (Ber-Hz) 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 (von WASIELEWSKI et al., 1997;
CHU et al., 2000; STEIN et al., 2001b; SHIMAZAKI et al., 2002).

Um novo marcador sensivel, tem sido descrito na célula H/RS do LHC, a
proteina fascina (55-Kd actin-bundling), que é localizada predominantemente na
Célula Dendritica (CD) em tecido ndo neoplasico (YAMASHIRO-MATSURA;
MATSUMURA, 1985). O perfil marcado pela fascina levanta possibilidade da célula -
neoplasica do LH ser derivada da CD interdigitante, notadamente do LHCEN
(MOSIALOS et al., 1996). Entretanto, como o virus EBV induz a expressdo da
fascina em células linféides B, a possibilidade dela ser positiva também em
pacientes com LHC, principalmente LHCEN, também foi considerada (PINKUS et al.,
1997; KADIN, 2002).

A fascina tem potencial valor no diagndstico do LH, sendo positiva em
todos os casos de LHC, mas negativa para variante linfocitica e histiocitica (L&H) do
LHPLN, diagndstico diferencial dos Linfomas de grandes células anaplasicos,
Linfomas foliculares e hiperplasias foliculares reativas, como as relatadas no HIV,
Doencga de Castleman (SAID et al., 1997; CHU et al., 2000; SOARES, 2001; KADIN,
2002; FAN et al., 2003). Conhecidas essas particularidades do anticorpo fascina,
como marcador de células H/RS e de células dendriticas foliculares, justifica-se a
sua escolha no presente estudo.

O anticorpo pS100, produzido em vaca, estd presente em uma grande
variedade de células normais como melandcitos, subpopulagdes de histioeitos,
condrdcitos, adipdcitos, musculo cardiaco e esquelético, células de Schwann,

podendo também expressar-se nos tumores correspondentes (MELLO; ALVES,
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1999). Nos nédulos linféides, as células dendriticas interdigitantes, CDF apresentam
extensa posivitidade citoplamética e nuclear (LAURIOLA et al., 1984; WICK;
SWANSON; ROCAMORA, 1988). A proteina S100 é considerada marcador
genérico, assim, quando uma neoplasia indiferenciada n&o a expressa, fica indicada
a inclusdo de marcadores linféides B, T e CD30 numa etapa seguinte, ou fascina
para CDF (ALVES, 1999; VASSALLO, 1999; CHU et al., 2000). Vale lembrar que a
pS100 pode ser fracamente positiva em Linfoma de grandes células anaplasicos, .
além de ser mais evidentemente positiva em histiocitose de células de Langerhans
(Histiocitose X) (VASSALLO, 1999; KADIN, 2002; PILERI et al., 2002; ZHANG; XU;
JIA, 2000).

Linfoma de Hodgkin Classico Esclerose Nodular (LHCEN), foco do
presente estudo, representa aproximadamente 70% dos LHC e é considerado o de
melhor progndstico. E um subtipo histolégico sem predominio do sexo masculino,
com relagdo masculino:feminino aproximada de 1:1 e tem como média de idade 28
anos. O envolvimento mediastinico ocorre em 80% dos casos, doenga bulky em
54%, envolvimento do baco e/ou pulméo em 10%, comprometimento medular em
3%. A maioria dos pacientes apresentam doenga estagio Il (STEIN, 2001; STEIN et
al., 2001a). O Grupo de Estudo Alem&o para LH (GHSG) descreve sintomas B em
aproximadamente 40% dos pacientes com LHCEN. No Brasil a sintomatologia
constitucional compromete 60% dos pacientes (FARIA et al., 1996; SOUZA, 1997,
SILLA et al., 2004). Nos casos de diagnésticos mais dificeis entre LHPLN e LHCEN
subtipo I, recorre-se aos aspectos clinicos, imuno-histoquimicos e moleculares
(BOUDOVA et al., 2003; BROWNE et al., 2003; DOGAN et al., 2003).

1.2 Célula Hodgkin/Reed-Sternberg

Greenfield, em 1878, foi o primeiro a chamar a atengdo para as células
multinucleadas presentes nos casos de LH (KAPLAN, 1980).

Em 1898, Carl Sternberg, patologista austriaco, e, posteriormente em

1902, Dorothy Reed, médica americana, descreveram a célula caracteristica do LH,
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batizando-a com o nome de célula de Reed-Sternberg (RS) (STERNBERG, 1898;
REED, 1902). Posteriormente foram descritas variantes desta célula, as quais foi
dado o nome genérico de células de Hodgkin (H) (LUKES; BTLER, 1966).

As células RS podem apresentar-se como variantes mononucleares,
chamadas células Hodgkin contendo um Unico nicleo redondo, com um grande
nucléolo semelhante a inclusdo; variantes lacunares, observadas predominan-
temente no subtipo esclerose nodular, possuem ntcleos dobrados mais delicados ou
multilobulados, circundados por citoplaéma amplo e abundante, que quase sempre
sofre ru'ptura durante a realizagéo dos cortes, deixando o nticleo num espago vazio —
lacuna; as variantes linfociticas e histiociticas (células L&H) s&o células de grande
volume com ntcleo claro, irregular, multilobulado, polipéide semelhante a um gréo
de pipoca - popcorn cell. Estas células apresentam caracteristicas imunolégicas
diferentes da célula H/RS classica, sendo importantes no diagnéstico da forma
predominéncia linfocitica (KANZLER et al., 1996; DELSOL et al., 1997; BROUSSET,
1999; NAKAMURA et al., 1999).

As H/RS séo células grandes (15 a 45 de didametro), de caracteristicas
especiais - as células mononucleadas séo as células Hodgkin e as multinucleadas
séo as células Reed-Sternberg (STEIN et al, 2001b). Ambas possuem nucleo
envolvido por citoplasma abundante, anfofilico e contém grandes nucléolos, em olho

de coruja, semelhantes a incluséo mirror-cell (Fig.1) (ANDREESEN et al., 1989).
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Figura 1 - Corte histologico de linfonodo com LHCEN exibindo célula
RS. Coloragéo HE. Aumento de 400X.

As controvérsias sobre a citogénese da célula H/RS sado frequentes.
(CURRAN; JONES, 1977; KAPLAN, 1980; WEIS; MOVAHED; WARNE, 1989;
SOARES, 1994; DELSOL et al., 1993; COSSMAN et al., 1999; PAES; CABECADAS,
1999; ZHOU et al., 2003).

Delsol et al. (1993) lancaram a hipétese que as células H/RS poderiam
ser derivadas das CDF, com énfase na expressédo do antigeno CD21. Esse estudo
indicou uma maior relagdo entre essas células, postulando a derivagéo das células
RS a partir de CDF baseado nas caracteristicas morfolégicas e padrées de
distribuicido dos dois tipos celulares, expressdo mutua do antigeno CD21, expresséo
diferencial do antigeno EBV latente em células RS. No entanto, ndo determinou se a
CDF seria a unica célula envolvida na transformacéo para a célula RS. Em cerca de
75% dos casos de LH, as células RS foram encontradas dentro ou circunvizinhas a
rede de CDF.

A génese do LH a partir das células CDF abriu um vasto campo de
especulacdo (SODERSTROM et al., 1994; SOARES, 1994; BROUSSE; GAULARD;
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PEUCHMAUR, 1997; NAKAMURA et al., 1999; UEHIRA et al., 2001; SAHIN et al.,
2002).

Estudos citogenéticos apontam para a origem linfocitaria da célula H/RS.
As maiores anormalidades encontradas foram nos sitios 11q 23 (oncogene C-ets),
14q 32, 69 11-21, 8q 22-24, sitios de oncogenes como 0 bcl-2, c-myb e c-myc
(CABANILLAS; PATHAK: TRUJILLO, 1988; SOARES, 1994).

Estudos moleculares das células H/RE mostram uma populagéo clonal de
linfécitos B com imunoglobulina mutada no gene da regido variavel (V genes). A
detecgdo de mutagéo somética dentro do rearranjo de gene imunoglobulina implica a
célula B pdés centro germinativo ou centro germinativo como precursoras da célula
H/RS (BRAUNINGER et al., 1999; MAROFICTI et al., 2000; THOMAS et al., 2004).

Atualmente, a maioria dos autores aceita que se trate, de fato, de
linfécitos ativados, mais especificamente, relacionadas a células B do centro
germinativo em diferentes estéagios de diferenciagao (BRAUNINGER et al., 1999;
ZHOU et al.,, 2003; THOMAS et al., 2004). Desde que a origem da célula de Reed-
Sternberg foi sabida ser uma célula linféide, a expressdo Linfoma de Hodgkin é
preferivel ao termo Doenga de Hodgkin (STEIN, 2001).

1.3 Célula Dendritica

Em meados de 1970, Ralph Steinman descreveu pela primeira vez a
Célula Dendritica (CD) observando, no bago, uma sub-populagéo de células com
uma forma dendritica. Essa célula ndo era fagocitica, mas imprecisamente aderente
e de baixa densidade (STEINMAN; COHN, 1973). Foram dessa forma, indicadas as
CD, trés décadas atras, por sua habilidade de capturar complexos imunes, uma
propriedade que ainda representa a sua principal caracteristica funcional (GERDES
et al., 1982; NAKAMURA et al., 1999).

As CD podem ser células derivadas da medula éssea originadas da stem
cell de linhagem linféide e mieldide, que povoam todos os 6rgaos linféides, incluindo
timo, bago e linfonodos, como também quase todos os tecidos e 6rgaos néo linféides
(DELVES; ROITT, 2000b; LIPSCOMB; MASTEN, 2002). Morfologicamente elas tém



26

L3

complexas projegdes citoplasméticas dendriticas, um ou mais nicleos lobulados e

um citoplasma claro com esparsas organelas (IMAI; YAMAKAWA, 1996).

As células dendrl’ticas sdo um grupo heterogéneo de células que
manifestam diferengas quanto & localizagéo anatomica, fenétipo da superficie celular
e fungéo, embora tenham varias caracteristicas comuns (HART, 1997; SCHNORR et
al., 1997; AUSTYN; PHIL, 1998; BAUR et al., 1998; SAID et al., 1998; KATO et al.,
2000; ZHANG; XU; JIA, 2000; LIAN et al., 2003).

Todas t8m uma potente e importante capacidade na apresentagéo de
antigenos, desempenhando uma importante fungéo na iniciagéo da resposta imune,
na estimulagéo da célula T naive, memdria e efetoras (KNIGHT; PATTERSON,

1997; SCHLECHT; LECLERC; DADAGLID, 2001; JANJIC et al., 2002; LIPSCOMB;
| MASTEN, 2002; MATSUNAGA et al., 2002; SAHIN et al., 2002; POZDNYAKOVA et
al., 2003). A resposta imune pode ser regulada pela capacidade das células T e
varios outros estimulos para aumentar a sobrevida da CD e prevenir sua apoptose
(RUEDL et al., 2000; RIGOLIN et al., 1999; DELVES; ROITT, 2000a; LOPEZ et al.,
2001; MATSUNAGA et al., 2002).

Indispensaveis paré a indugdo de uma resposta imune, as CD sao
classificadas em 2 grupos, aquelas associadas a célula B, idéntica a CDF, as quais
sao células'apresentadoras de antigenos (CPA) para células B e as CD associadas
a célula T, que sdo CPA para células T. Essas Ultimas s&o divididas em 3 grupos, as
CD de tecido ndo linfatico, as CD na corrente sanguinea e fluidos linfaticos e as CD
de tecidos linfaticos chamadas células interdigitantes, em dareas células T
dependentes (IMAI; YAMAKAWA, 1996; KATO et al., 2000; RUEDL et al., 2000;
LIAN et al., 2003; POZDNYAKOVA et al., 2003).

A eficiéncia da CD para induzir forte resposta imune primaria a torna
étima candidata para aplicagdo de protocolos de imunoterapia Ag especifico tanto
em doengas infecciosas como em cancer. Em certos tipos de cancer, a presenca da
CD dentro do tecido tumoral parece correlacionar-se com um bom progndstico
clinico (IMAI; YAMAKAWA, 1996; AUSTYN; PHIL, 1998; RIGOLIN et al., 1999;

SCHLECHT; LECLERC; DADAGLID, 2001; JANJIC et al., 2002; MATSUNAGA et al.,
2002; LIAN et al., 2003).
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1.4 Célula Dendritica Folicular

As Células Dendriticas Foliculares (CDF), a microscopia, podem ser
reconhecidas como grandes células no centro germinativo (CG), com protusdes
delgadas dendriticas e nucleo oval heterocromético com nucléolo proeminente. A
maioria das CDF s@o binucleadas, mas células trinucleadas também séo vistas
(MEUGE-MORAW; DELACRETAZ; BAUR, 1996; NIEROP; GROOT, 2002).

As CDF estao presentes nos foliculos de qualquer 6rgdo linféide
~ secundario e compde o estroma desses 6rgdos. A formagéo ectépica de CDF pode
ser encontrada em doengas auto-imunes e/ou situagdes cronicas inflamatorias. Isto
indica que o desenvolvimento da CDF ndo estd restrito aos o6rgaos linféides
secundarios, no entanto, é preferivel estabelecer que uma série de condigbes locais
seja necessdria para induzir um tipo de célula precursora a maturagdo da CDF.
Estudos com marcadores fenotipicos, experimentos in vitro com linhagem de células
similares a fibroblastos e recentes dados de células precursoras mesenquimais do
sangtje periférico sugerem a citogénese da CDF de fibroblastos (HART, 1997;
CHEN; KORALOV; KELSOE, 2000; NIEROP; GROOT, 2002).

As CDF desempenham um importante papel na resposta imune da célula
B (AUSTYN; PHIL, 1998; LIPSCOMB; MASTEN, 2002). A resposta imune pode
envolver a proliferagdo de células B, diferenciagéo em plasmdcitos, conduzindo a
formagéo de anticorpo, ou relacionada com a reag&o do centro germinativo (CG),
que se inicia dentro do CG e resulta na formagéo dos linfécitos B memdéria (KAPASI
et al., 1993; MATSUNAGA et al., 2002; ZHANG et al., 2000).

A interagéo entre a CDF e as células B do centro germinativo tem sido
extensivamente investigada. A rede de CDF é a estrutura chave do CG, seu
desaparecimento é a prova do desequilibrio do seu microambiente. As CDF que
perdem a capacidade de se ligar &s células B germinativas mutadas séo
condenadas & morte celular por apoptose. O fendmeno da dispersdo da CDF, que
corresponde & dispersdo de sua rede de células, tem sido observado em varias
condigdes patoldgicas benignas e malignas (EISTERER et al., 1995; BAUR et al.,
1998; SMOLEWSKI et al., 1999; NIEROP; GROOT, 2002).
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As células do centro folicular dos linfomas mostram rede de CDF similar
ao centro germinativo normal, parcialmente rompido com um padréo difuso (KAPASI
et al., 1993; MEUGE-MORAW; DELACRETAZ; BAUR, 1996; KNIGHT;
PATTERSON, 1997; SCHNORR et al., 1997). No LH agregados de CDF, células B,
células H/RS e variantes formam complexos relacionados ao CG. No LHCEN, focos
de CDF sdo exibidos de forma proeminente no centro dos nédulos, sugerindo uma
associacdo entre o subtipo EN e formagéo do CG (REE; KAPLAN; QURESHI, 1994;
BAUR et al., 1998, SAHIN et al., 2002).

E conhecido que a CDF desempenha um importante papel no
desenvolvimento da resposta imune, inclusive sendo proposto, por alguns autores,
terapia imune no tratamento de vérias doengas hematol6gicas malignas (RIGOLIN et
al., 1999; JANJIC et al., 2002; LIAN et al., 2003).

O presente estudo foi conduzido na avaliagdo imunofenotipica da CDF e
células H/RS em pacientes com Linfoma de Hodgkin Classico subtipo Esclerose

Nodular, visando conhecer seu padrdo imune e sua correlagdo com parametros de
valor progndstico.
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2 OBJETIVOS

1. Estudar pacientes com Linfoma de Hodgkin Classico subtipo Esclerose
Nodular, quanto:
- apresentagao clinica;
- - diagndstico histopatolégico e

- avaliagdo imuno-histoquimica (CD15, CD30).

2. Proceder a imunofenotipagem das células dendriticas foliculares, usando

o pS100 e fascina nesses pacientes.

3. Correlacionar o padrdo das células dendriticas foliculares com subtipo
histolégico da EN, estadiamento, quadro = clinico, pardmetros
laboratoriais, resposta ao tratamento e tempo de acompanhamento
visando identificar critérios que possam ser usados como fatores

progndsticos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

Estudo descritivo para andlise dos critérios associados as células

dendriticas foliculares e aos fatores prognésticos de pacientes com Linfoma de
Hodgkin Cléssico Esclerose Nodular.

3.2 Material
3.2.1 Pacientes

Revisdo dos arquivos do setor de biépsia do Departamento de Patologia e
Medicina Legal (DPML) da Universidade Federal do Ceara (UFC), do Instituto do
Cancer do Ceara (ICC) e do Laboratério Central de Andlises Clinicas (CAC) para
obtencdo da lista de pacientes com diagndstico anatomopatolégico de Linfoma de
Hodgkin Cléssico subtipo Esclerose Nodular e dos blocos de parafina com incluséao
do espécime de bidpsia.

Como critério de inclusdo no estudo foram considerados os casos cujos
blocos apresentavam condigbes satisfatérias para novos cortes, e os que continham
dados precisos no prontuério. Deste modo, foram excluidos os pacientes com duvida

diagnédstica ou material da biépsia inadequado para novos estudos.
3.1.2 Obtencéo dos dados epidemiolégicos e anatomo-clinicos

A revisdo dos prontudrios permitiu o preenchimento de um protocolo
(Apéndice A) com informagdes de interesse para a pesquisa, dados clinicos, -
epidemiolégicos e laboratoriais:
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a) Dados clinicos e epidemioldgicos: sexo, idade, cor, profissdo, estado civil,
procedéncia, datas dos primeiros sintomas e da primeira consulta, localizagédo do
primeiro ganglio, exame fisico, estadiamento clinico, tempo de doenca, evolugao,
| tempo de acompanhamento.

- O tempo de doenga foi definido como o perfodo de tempo transcorrido

entre o inicio dos primeiros sintomas até a data do diagnéstico.

- O tempo de acompanhamento - periodo de tempo transcorrido entre a
data da primeira consulta até o registro da tltima noticia.

b) Parametros laboratoriais:

- Hemograma e contagem de plaquetas: valores de referéncia adotados
no laboratério do HUWC-UFC (Anexo 1).

— Velocidade de hemossedimentagdo (VHS): valor Igual ou superior a
40mm/h na primeira hora, conforme critérios bioldgicos da escola
* francesa (TEILLET; BOIRON; BERNARD, 1971).

- Desidrogenase latica (LDH) : valor normal de 100 a 190 p/L.

c) Revisdo do diagndstico histolégico: avaliagdo das laminas da biopsia do
diagnéstico coradas por Hematoxilina-eosina (HE), analisando caracteristicas
morfolégicas.

d) Anélise imuno-histoquimica do espécime de bidpsia, de génglio periférico ou de
massa do mediastino, que confirmou o diagndstico, utilizando a técnica imuno-
enzimatica indireta — Strept ABC — peroxidase anti-peroxidase (PAP) — complexo
avidina biotina, usando os marcadores CD15, CD30.

e) Conduta terapéutica: protocolo quimioterdpico empregado e abordagem
radioterapica.

f) Resposta ao tratamento: Ao término do tratamento 0s pacientes foram

classificados, quanto a resposta, nos seguintes critérios:

- Remissdo completa: definida pelo desaparecimento completo de todos

os ganglios inicialmente patolégicos, normalizagdo de imagens
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tomogréaficas observadas no inicio e desaparecimento dos sinais

clinicos;

_ Remissdo incompleta: persisténcia de ganglios residuais ou de
imagens tomogréficas suspeitas e persisténcia de sinais clinicos de

atividade da doenga;

_ Nao resposta: quadro clinico, e/ou tomogréficos inalterados em relagéo

ao estado inicial;

_ Perdidos no rastreio: aqueles que tiveram alta a pedido ou ndo mais
voltaram ao hospital para continuagdo do tratamento, estando em

remissdo completa, remissdo incompleta ou néo resposta;

_ Recidiva: definida como o aparecimento, em um paciente em remisséo
completa aparente hd pelo menos um ano, de sinais clinicos elou

tomogréficos imputaveis ao Linfoma de Hodgkin.

g) A andlise da CDF foi realizada nos novos cortes do material de bidpsia ao

diagndstico usando os marcadores pS100 e fascina.

3.2 Métodos

3.2.1 Analise histopatoldgica

Foi realizada a revisdo das laminas originais de bidépsia de linfonodo,
coradas pela hematoxilina-eosina (HE), que permitiram o diagnostico de LHCEN. Do
espécime de bidpsia, que se encontrava incluido em blocos de parafina, foram
confeccionada}s novas laminas com corte histolégico na espessura de 5um, para

avaliagdo imunofenotipica.

Foi adotada a classificacdo de Linfoma da Organizagédo Mundial de Saude
(OMS), de doencas neoplésicas dos tecidos linféide e hematopoético (CHAN, 2001).

Foram consideradas as seguintes caracteristicas morfolgicas para a
revisdo histoldgica do LHCEN, objeto do estudo. Por ser um tipo histolégico bem
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definido, observou-se um padrao de crescimento nodular, bandas de colageno e
células lacunares. Essas extensas bandas de coldgeno pobres em fibroblastos
circundavam pelo menos um nédulo. Esse processo fibrosante esta usualmente
associado com uma espessa capsula no linfonodo.

O LHCEN contém um numero varidvel de células H/RS, pequenos
linfécitos e outras células inflamatérias ndo neopldsicas. Essas células H/RS tendem
a ter ntcleos mais lobulados com menores I6bulos, e nucléolos menos proeminentes
do que em outros tipos de LHC. Em tecidos fixados pela formalina o citoplasma
dessas células H/RS, freqlientemente mostra retragdo da membrana citoplasmatica,
de modo que as células parecem estar situadas em lacunas, por essa razao,
designadas células lacunares. As células lacunares formam agregados celulares, os
quais estdo ocasionalmente associados com dreas necréticas nos nodulos. Quando
os agregados sdo muito proeminentes, o termo variante sincicial tem sido usado.
Eosindfilos, e em menor extensdo neutrdfilos, sdo, freqlentemente, numerosos
(STEIN et al., 2001a).

Os pacientes com LHCEN foram subclassificados em tipo | (EN 1) e tipo Il
(EN 11), de acordo com os critérios histopatolégicos, baseados na celularidade,
havendo aparente correlagdo progndstica, atribuidos pela Comisséo Britanica de
Investigagao dos Linfomas (BNLI), coordenados por Bennett (1981).

Na subclassificagédo de EN |, 75% ou mais dos nédulos contém eventuais
células H/RS em background rico em linfécitos, células mistas ou fibrohistiocitos. Na
subclassificagdo EN I, pelo menos 25% dos nédulos apresentam abundantes
células H/RS; o subtipo EN Il corresponde & terminologia esclerose nodular com

deplecdo linfocitdria (MacLENNAN; BENNETT; TU, 1989; MacLENNAN at al., 1992;
STEIN et al,, 2001a).

Alavaikko et al. (1994) referem-se ao EN | como o tipo rico em linfécitos e
pobre em _células tumorais (H/RS), ao tipo EN II, como o tipo com numero diminuido
de linfécitos e nimero aumentado de células H/RS.
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3.2.2 Estudo imuno-histoquimico

O estudo imuno-histoquimico (IHQ) foi desenvolvido no Laboratério de
Técnicas Especiais Cito e Histopatoldgicas do Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Universidade Federal do Cearé (LABTECH).

- 3.2.2.1 Anticorpos monoclonais

A pesquisa dos marcadores linféides foi realizada utilizando-se o anticorpo
monoclonal CD30 (Ber - Hp) antigeno Ki-1, receptor de interleucina-2 (IL 2) expresso
nas células de H/RS e suas variantes. O anticorpo CD15 (Len - My) foi empregado

por'ser expresso nos granulécitos, nas células de H/RS e suas variantes.

Para investigagdo da célula dendritica folicular (CDF) empregou-se o
anticorpo policlonal Proteina S100 e o anticorpo monoclonal fascina (55-KD actin-
- bundling).

3.2.2.2 Técnica imuno-enzimatica indireta

O estudo imuno-histoquimico foi realizado em espécimes de linfonodo do
pré-tratamento fixado em formalina 10%. Os blocos de parafina foram resfriados em
congelador e cortados em micrétomo (American Optical Corporation), sendo obtidos
cortes histolégicos de 5 um de espessura, utilizando-se navalhas descartaveis
(ROWLANDS; HANSEL; CROCKER, 1990).

A secgdo de 5 um (micrémetros) de espessura foi colocada em laminas
de ponta fosca previamente tratadas com cola cascorex (1:20 — 50ml cola com
100ml de 4gua destilada) para prevenir descolémento de material durante o
processo de recuperagdo antigénica. As laminas permaneceram na estufa a 64°C
por um periodo minimo de 12 horas, para melhor ades&o dos cortes.

Adotando-se a técnica imuno-enzimatica indireta PAP — Strept ABC (HSU;
RAINE; FANGER, 1981), foram realizadas as etapas seguintes (Anexo B):
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Desparafinizagéo:

- Xilol & temperatura ambiente por 15 min - 3 banhos de 5 min.

- Alcool etilico 100% - 3 banhos de 30 seg.

Lavagem das laminas em dgua destilada (hidratag&o).

. Colocacdo das laminas em um recipiente plastico com tampao citrato

10mM pH 6,0 (2,1 g de &cido citrico e 1000 ml de agua destilada,
ajustando o pH com cerca de 13 ml de Na OH 2N). |

Colocagdo dos recipientes no forno de microondas (MN7809BKDG,
Panasonic) na poténcia maxima, até completar 7,5 minutos de
ebulicdo. O forno microondas foi empregado como técnica de
recuperacdo antigénica (SHI; KEY; KALRA, 1991; CATTORETI et al,
1993).

. Retirada das laminas do microondas e colocada em repouso nos

recipientes com tampao citrato & temperatura ambiente durante 20

minutos.

Lavagem em TBS (solugéo salina tamponada 0,05M pH 7,6) durante 5
minutos.

Bloqueio da peroxidase endégena com solugdo de perdxido de
hidrogénio H20, a 3% em metanol (PA — Synth) por 10 minutos.

Lavagem com TBS 0,05 M pH 7,6 por 5 minutos.

Transferéncia das laminas em estudo para a camara Umida e
incubagdo em soro normal de coelho (X902 DAKO) na diluicéo 1:5 em
BSA (soro albumina bovina) 5% por 20 minutos em temperatura

ambiente. Foram utilizados 100 pl da diluigdo para cada lamina.
Aspirag@o do soro normal de coelho.

Incubagdo em cadmara umida com os soros primarios diluidos em BSA

(overnight 8°C). Foram utilizados 100 pl da diluigéo para cada lamina,

de cada um dos seguintes anticorpos:

- CD15 (catalogo n.° M 733, DAKO Corp, Carpinteria, Califérnia, EUA)
na diluicdo 1:50.
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- CDB30 (catélogo n.° M151, DAKO Corp, Carpinteria, Califérnia, EUA)
na diluicdo 1:40.

- pS100 (catdlogo n.° Z 0311 DAKO S/A, Glostrup, Dinamarca) na
diluicdo 1:100.
- Fascina (catalogo n.° M3567, DAKO C‘orp, Carpinteria, Califérnia,
EUA) na diluigdo 1:50.
12. Lavagem das ldminas em TBS duas vezes durante 5 minutos.

13. Incubacdo em camara Umida, com anticorpo secundario (soro de
coelho anti-camundongo DAKO) diluido em 1:200 em BSA durante 30
minutos em temperatura ambiente.

14. Lavagem com TBS durante 05 minutos por 2 vezes.

15. Incubagcdo em cémara Umida com Strept ABC — HRP durante 30
minutos. ABC (catalogo n° K0377, DAKO S/A Glostrup Dinamarca).

16. Lavagem com TBS durante 5 minutos.

17. Para visualizagéo da reacéo, as laminas foram tratadas com solug&o
de 3,3 diaminobenzidina DAB — 01 tablete -, 1 mg/ul (Catalogo n.°
D5637, Sigma Chemical Company, St Louis, Missouri, EUA),
permanecendo por 7 min. Foi adicionada a solugéo de H2O. (Catalogo
N.° H1009, Sigma Chemical Company, St Louis, Missouri, EUA) — 10 ul

+ 10 ml TBS no momento do uso. A solugdo foi preparada segundo
orientacgéo do fabricante.

18. Lavagem em agua corrente.

19. Contra-coloragdo com hematoxilina de Harris por 30 seg. em
temperatura ambiente.

20. Lavagem em é&gua corrente.

2

PN

. Desidratagao:
- Alcool etilico 100% - 3 banhos.
22. Diafanizagéo:

- Xilol a temperatura ambiente - 3 banhos.
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23. Montagem das laminas em balsamo do Canada.

24. Leitura das laminas em microscépio 6ptico.

3.2.3 Andlise e interpretacdo dos resultados

As laminas foram examinadas ao microscépio éptico. Como os antigenos
linféides pesquisados estdo presentes na membrana plasmatica, a imuno-CoIoragéo
considerada como especifica para estes marcadores deve apresentar uma nitida
reagdo positiva na superficie celular. Os marcadores (CD30 e CD15) da célula H/RS
e variantes, além de reacdo na membrana celular, apresentam positividade

citoplasmética em padréo nodular, paranuclear, conhecida como padréo “Golgi".

A leitura das laminas foi realizada pela autora e revisadas por 03 (irés)
experientes hematopatologistas: Josete Briere (Hospital Saint Louis — Paris);
Francisco Dario Rocha Filho (DPML — UFC) e Francisco Valdeci de Almeida Ferreira
(DPML - UFC e ICC).

Para analise da célula dendritica folicular (CDF) foram definidos 3 (trés)
padrées de acordo com a expresséo do anticorpo primario (ALAVAIKKO et al., 1991;
DELSOL et al., 1993; ALAVAIKKO et al., 1994; BAUR et al., 1998) conforme os
seguintes critérios:

- CDF 1: Densa rede de CDF, com numerosos focos em éreas
neoplésicas. A malha da rede dendritica é ampla, imprecisa, arranjada
iregularmente e ocupada por células lacunares, células Hodgkin,
histiécitos. Neste padrédo ha preservagéo de mais de 50% da malha de
CDF.

— CDF 2: S3o identificados focos de CDF de diferentes tamanhos. A rede
de CDF é iden‘ti.ficada- no substrato celular distinto do nddulo
neoplésico, que contém célula H/RS, sua variante lacunar, linfécitos,
histidcitos. Este padrdo assemelha-se a uma rede celular, sendo

rompida e espalhando-se, ocorrendo destruigéo da estrutura do nddulo
folicular.
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_ CDF 3: Raros ramos de CDF no background do tecido neoplésico ou
auséncia total da CDF.

Para identificagdo da positividade foi considerada a marcagédo em cor
marrom para a imuno-histoquimica. O controle negativo da reagéo foi obtido pela
omisséo do anticorpo primario.

Dez fragment'os de linfonodos reacionais, obtidos de pacientes com

doencas benignas foram utilizados para andlise histoquimica como controles
externos.

A positividade da CDF, interpretada pela expressdo do anticorpo
policlonal pS100, foi qualitativa.

A andlise através da fascina seguiu os critérios CDF de Baur et al. (1998),
sendo consideradas as laminas com evidéncia de fixagcdo satisfatoria desse

marcador, através da coloragdo adequada da rede de CDF e células tumorais.
3.3 Consideracodes éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Complexo
Hospitalar da Universidade Federal do Ceara (COMEPE) — sob Protocolo n.® 132/03,
dentro das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos do Conselho
Nacional de Satde — Ministério da Saude, de acordo com a resolugéo n° 196 de 10
de outubro de 1996 e resolugdo n° 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no
Diario Oficial, respectivamente em 16 de outubro de 1996 e 23 de setembro de 1997
(Anexo C).

3.3 Analise estatistica |

A andlise estatistica, realizada no Laboratério de Estatistica do
Departamento de Matematica e Estatistica da Universidade Federal do Cearg,

utilizou a avaliagdo descritiva dos dados, o teste Qui-Quadrado e o teste exato de
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Fisher (SOARES, 2002) nas tabelas de contigéncia 2x2, para avaliar a significancia
de associacdes entre as variaveis estudadas. O nivel de significancia méximo foi de
5% (“p”). O teste de comparagéo das medianas foi realizado pelo teste de Mann-
Whitney e das médias pelo teste da Raz&o da Verossimilhanga (FONSECA, 1996).
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4 RESULTADOS

Foi realizada andlise do espécime das bidpsias, por ocasido do
diagndstico de 38 pacientes com LHCEN, com primeira consulta no periodo
compreendido entre 1996 e 2002. |

Inicialmente foi elaborada uma relacdo de 159 pacientes com diagndstico
de LHCEN colhidos nos arquivos do Servico de Hematologia do HUWC/UFC, do
HEMOCE e do ICC e arquivo da clinica particular dos Doutores MSP e JMCM.

Conforme os critérios descritos, foram selecionados 38 casos.

Os pacientes foram diagnosticados, tratados e acompanhados no Servigo
de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) da Universidade
Federal do Ceara, no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE) e

no Instituto do Cancer do Ceara (ICC).

Dentre os pacientes avaliados, 21 (55,2%) eram do sexo masculino e 17

(44,8%) do sexo feminino (Grafico 1), com relagdo masculino:feminino 1,23:1.

| BSsoferino  BSeoMeasuiino

Fonte: HUWC-Servico de Hematologia-UFC / ICC

Gréfico 1 - Distribuigdo dos pacientes com LHCEN segundo o sexo.
Fortaleza - CE, 1996-2002.
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A faixa etaria variou de 16 a 74 anos, com média de 29,3 anos (Tabela 1

e Grafico 2).

Tabela 1 - Distribuicéo dos pacientes com LHCEN segundo a faixa etaria. Fortaleza-

CE, 1996-2002.

Faixa Etéria (anos) Pacientes
Numero %
16 - 30 o8 737
31 - 45 06 15.8
46 - 60 01 26
61 - 74 03 79
TOTAL 38 100,0
Fonte: HUWC- Servigo de Hematologia- UFC /ICC.
m16 - 30
m31 - 45
146 - 60
061 - 74
Numero %
Pacientes

Fonte: HUWC — Servigo de Hematologia — UFC / ICC.

Grafico 2 - Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo a faixa
etaria. Fortaleza-CE, 1996-2002.
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Segundo os dados obtidos nos prontuarios, quanto a cor, foram
observadas cor branca em 7 (18,4%) e nao branca em 31 (81,6%) (Tabela 2 e
Grafico 3).

Tabela 2 - Distribuicdo dos pacientes com LHCEN conforme a cor. Fortaleza-CE,
1996-2002.

Pacientes
Cor
Nimero %
Branca 7 18,4
Nao Branca 31 81,6
TOTAL 38 100,0

Fonte: HUWC- Servigo de Hematologia- UFC / ICC.

[ Branca
[ Nao Branca
OTOTAL

Numero . %
Pacientes

Fonte: HUWC- Servigo de Hematologia- UFC / ICC.

Gréfico 3 - Distribuicdo dos pacientes com LHCEN conforme a cor.
Fortaleza-CE, 1996-2002.
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Quanto ao estado civil, os pacientes Ioram distribuidos em: solteiro - 23

(60,5%), casado - 14 (36,9%) e viuvo - 1 (2,6%) (Tabela 3 e Grafico 4).

Tabela 3 - Distribuicdo dos pacientes com LHCEN de acordo com o estado civil.

Fortaleza-CE, 1996-2002.

Estado Civil PagiSnies
Niumero %
Solteiro 23 60,5
Casado 14 36,9
Viuvo 01 2,6
TOTAL 38 | 100,0
Fonte: HUWC- Servigo de Hematologia- UFC / ICC.
m Solteiro
W Casado
OViavo
OTOTAL

Numero

Pacientes

Fonte: HUWC- Servigo de Hematologia- UFC / ICC.

Gréfico 4 - Distribuicdo dos pacientes com LHCEN de acordo com o
estado civil. Fortaleza — CE, 1996-2002.



47

Dos pacientes analisados no presente estudo, 20 (52,6%) procediam de
Fortaleza, 18 (47,4%) de 15 cidades diferentes do Interior do Estado do Ceara
(Tabela 4 e Figura 2).

Tabela 4 - Distribuicdo dos pacientes com LHCEN de acordo com a procedéncia.
Fortaleza-CE, 1996—2002.

. Pacientes
Procedéncia
Numero %
Fortaleza 20 52,6
Interior do Estado 18 47 4
TOTAL 38 100,0

Fonte: HUWC - Servigo de Hematologia- UFC / ICC.

O tempo de doenga variou de 01 a 36 meses com média de 8,8 meses.

Dentre os sinais e sintomas apresentados por ocasido do diagnoéstico, a

adenomegalia periférica, isolada ou mdltipla, esteve presente em todos os casos.

A localizagéo do primeiro ganglio na regido cervical foi identificada em 22
casos (58,0%), na regido mediastinal em 9 (23,7%) e na regiéo supraclavicular em 7
(18,3%). Os pacientes que apresentaram localizagéo inicial de ganglio
supraclavicular manisfestaram doenga no mediastino, confirmado por exames
radiolégicos e tomograficos do térax (Tabela 5 e Gréfico 5). Apds exames para

estadiamento foi identificado comprometimento no mediastino em 60,5% dos casos.
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Tabela 5 - Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo localizagéo do primeiro

ganglio. Fortaleza-CE, 1996 — 2002.

Localizacao do 1° géanglio . Pacientes
NUmero %
Cervical 22 58,00
Mediastinal 23,70
Supraclavicular 18,30
TOTAL 38 100,00
Fonte: HUWC — Servico de Hematologia — UFC / ICC.
100+
M Cervical
H Mediastinal
O Supraclavicular
O Total
Numero
Pacientes

Fonte: HUWC — Servigo de Hematologia — UFC / ICC.

Grafico 5 - Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo localizagao

do primeiro ganglio. Fortaleza—CE, 1996-2002.

De acordo com o estadiamento clinico de Ann Arbor, foram classificados:

-Estadio | - 2 casos (5,2%), todos |A;

-Estadio Il - 18 (47,4%), com 8 casos IIA e 10 casos |IB;

-Estadio Il - 9 (23,7%), com 1 caso IlIA e 8 casos IlIB;

-Estadio IV - 9 (23,7%), com 1 caso IVA e 8 casos VB (Grafico 6).
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Foram encontrados, portanto, 20 (52,6%) pacientes com doencga

localizada (I e 1) e 18 (43,7%) pacientes com doenga avangada (lll e IV).

Dos 38 casos, 26 (68,4%) apresentaram sintomas sistémicos (febre,
perda ponderal, suor noturno) que os caracterizaram como B e 12 (31,6%) sem

sintomas, como A (Gréfico 6).

12

3

e

Estadiamento

Fonte: HUWC- Servigo de Hematologia- UFC / ICC.

Grafico 6 - Distribuicdo dos pacientes com LHCEN, segundo

estadiamento clinico e sintomas gerais. Fortaleza-CE, 1996-2002.

O hemograma realizado por ocasido do diagndstico mostrou hemacias
variando de 2,26 a 5,50 x 10'%/L, com média de 4,31 x 10'?/L; hemoglobina variando
de 59g/L a 166g/L, com média de 114g/L; hematderito variando de 21,2% a 48,0%,
com média de 35,6%. A velocidade de hemossedimentagdo (VHS) revelou 14
(36,8%) casos < 40 mm/hora e 24 (63,1%) > 40 mm/hora.
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A leucometria variou de 2,1 x 10%L a 22,52 x 10%/L com média de 9,97 x
10%/L.

A dosagem da desidrogenase latica (LDH) variou de 118 a 745 p/L com
média de 361,6 p/L, sendo 8 (21,1%) casos com valores entre 100 a 190 p/L e 30
(78,9%) com niveis acima de 190 p/L.

Varios esfregacos corados pelo HE chamaram a atencédo pela grande
quantidade de eosinéfilos no background do tecido neoplasico (Figuras 3 e 4).

Figura 3 - Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo riqueza
de eosindfilos. Coloragao por HE. Aumento de 200X.
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Figura 4 - Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo
eosinodfilos. Coloracéo por HE. Aumento de 200X.

A classificacdo em subtipos da EN evidenciou: ENI 16 (42,1%) casos e
subtipo ENII 22 (57,9%) (Figura 5, 6, Grafico 7).

42,1%

57,9%

BEN1 BEN2

Fonte: HUWC- Servico de Hematologia-UFC / ICC.
Legenda: EN |: Esclerose nodular |
EN llI: Esclerose nodular I

Grafico 7 - Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo o subtipo.
Fortaleza-CE, 1996—-2002.



Figura 5 - Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo o
subtipo ENI. Coloragdo HE. Aumento de 40X.

Figura 6 - Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo o
subtipo ENII. Coloragdo HE. Aumento de 100X.
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Os exames imuno-histoquimicos para LH classico foram realizados com o
CD15 e CD30. Em todos os casos, as células expressaram 100% de positividade
para CD30, marcador linféide em padrao de membrana e Golgi. O CD15, marcador
de granulécitos foi negativo em 12 casos (31,6%) e positivo em 26 casos (68,4%)
(Grafico 8).

68,40%

100,00%

@ CD15 - @ CD15+

Fonte: HUWC - Servico de Hematologia - UFC / ICC.

Gréfico 8 - Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo IHQ com os
marcadores CD30 e CD15. Fortaleza-CE, 1996-2002.

A fascina foi o anticorpo considerado como padrdo ouro para a célula
dendritica folicular. Evidenciada sua positividade pela imuno-coloragao marrom e
seguindo os critérios de Baur et al. (1998) as CDF (Tabela 6 e Grafico 9) foram

classificadas em:

— CDF1 - 3 casos (7,9%), evidenciando numerosos focos de células
dendriticas com preservagdo de mais de 50% do ndédulo folicular
(Figura 7 e 8);

- CDF2 - 18 casos (47,4%), ocorrendo presenca da rede de CDF com

destruicao de mais de 50% do nédulo folicular (Figura 9 e 10);

— CDF3 - 17 casos (44,7%), mostrando raros ramos ou auséncia total da
CDF (Figura 11 e 12).
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Tabela 6 - Distribuicao dos pacientes com LHCEN conforme padrao CDF. Fortaleza-

CE, 1996-2002.

ient
Padro CDF Pacientes
Numero %
CDF 1 3 7,9
CDF 2 18 47 4
CDF 3 17 447
Total 38 100,0
Fonte: HUWC - Servigo de Hematologia - UFC / ICC.
CDF 1
B CDF 2
COCDF 3

Numero

Pacientes

%

Fonte: HUWC - Servigo de Hematologia — UFC / ICC.

Legenda: CDF-Célula dendritica folicular

Gréfico 9 - Distribuico dos pacientes com LHCEN conforme padrao

CDF. Fortaleza-CE. 1996 — 2002.



Figura 7 - Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo
expresséao de fascina no padrdo CDF1. Aumento 100X.

Figura 8 - Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo
expressao de fascina no padrdao CDF1. Aumento 100X.
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Figura 9 - Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo
expressao de fascina no padrao CDF2. Aumento 200X.

Figura 10 - Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo

expressao de fascina no padrdo CDF2. Aumento 100X.

9



Figura 11 - Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo
expressao de fascina no padrdo CDF3. Aumento 100X.

Figura 12 - Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo
expressao de fascina no padrdo CDF3. Aumento 200X.
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A imuno-coloracdo da rede CDF obtida com os 2 anticorpos, pS100 e
fascina, mostrou divergéncia de intensidade.

As células mononucleares e células endoteliais evidenciaram uma
excelente marcacéo pela fascina (Figuras 13 e 14). As células H/RS e suas variantes
mostraram positividade para fascina em todos os espécimes examinados, exceto em

1 caso. Nesse, a rede de CDF apresentava padrao positivo, entretanto, as células
H/RS eram negativas.

Figura 13 - Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo
expressao de fascina em células endoteliais. Aumento 200X.



60

Figura 14 - Corte histolégico de linfonodo com LHCEN exibindo
expressao de fascina em células endoteliais. Aumento 200X.

A marcacao pela pS100 foi realizada em 20 casos e néo resultou boa
visualizacdo da rede de CDF, dentro dos critérios pré-estabelecidos para sua
classificacdo. Havia marcacao irregular das laminas, e sem correspondéncia quando

comparada com a fascina. A pS100 foi util para a avaliacado qualitativa (Figura 15).
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Figura 15 - Corte histolégico de Ilnfonodo com LHCEN exnblndo

expressao da pS100 no padrao CDF3. Aumento 200X.

Todos os pacientes foram submetidos a tratamento quimioterapico,
obedecendo a vérios protocolos, MOPP, MOPP-ABV, C-MOPP-ABV, ABVD, EBVM,
CEM, CMVA. Vinte e quatro (63,1%) pacientes associaram tratamento

quimioterapico e radioterapico. Nenhum caso foi tratado apenas com radioterapia.

O tempo de acompanhamento dos pacientes variou de 02 a 93 meses

com média de 32,9 meses.

A avaliacdo da resposta, ao término do tratamento mostrou 28 pacientes
(73,5%) em remissdo completa, 4 (21%) em remissao incompleta e 6 (15,5%) nao
apresentaram resposta ao tratamento. Os casos em remissdao completa encontram-
se, atualmente, em acompanhamento ambulatorial. Dos 4 casos em remissao
incompleta, 3 reiniciaram tratamento e 1 foi a 6bito. Dos 3 casos que reiniciaram
terapéutica, 2 foram perdidos no rastreio e o outro encontra-se em tratamento. Dos 6
casos sem resposta ao tratamento inicial, 4 deles encontram-se em novo esquema

terapéutico e 2 foram a ébito.

Nesta série de pacientes 3 (7,9%) evoluiram para obito.
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A Tabela 7 sintetiza varidveis de dados clinicos, estadiamento e subtipo

de esclerose nodular, com o padrdo CDF encontrado.

Tabela 7 - Distribuicdo de pacientes de acordo com dados clinicos, tipo esclerose
nodular, e padrao CDF. Fortaleza-CE, 1996-2002.

Padrio » Idade (anos) Sexo Estadio Histologia
CDF Variagéo | Média | Masc. Fem. -0 | m=-wv| A B ENI ENII
CDF1 3 25-42 34,6 2 1 1 2 1 2 3 0
CDF2 18 16-63 26,8 8 10 9 9 6 12 6 12
CDF3 17 16-74 31,1 11 6 10 7 5 12 7 10
TOTAL 38 16-74 29,3 21 17 20 18 12 26 16 22

Fonte: HUWC - Servico de Hematologia - UFC /ICC.

Legenda:

CDF - Célula dendritica folicular.
EN - Esclerose nodular.

A associagdo do padrdo CDF com algumas variaveis mostrou que em
relagdo ao sexo, ndo houve significancia estatistica (p = 0,442) (Tabela 8).

Tabela 8 - Distribuicdo do sexo com padrdo CDF relacionados a pacientes com
LHCEN. Fortaleza-CE, 1996—-2002.

Padrao CDF
Sexo CDF 1 CDF 2 CDF 3 TOTAL
N | % N | % N l % N I %
Feminino 1 5,9 10 58,8 6 353 17 100
Masculino 2 9,5 8 38,1 11 52,4 21 100

Fonte: HUWC - Servigo de Hematologia - UFC /ICC.
p = 0,442; Teste Qui - Quadrado

Quando analisada a procedéncia dos pacientes em fungéo do padréo

CDF (Tabela 9), ndo existe associagéo estatisticamente significativa (p = 0,773).
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Tabela 9 - Distribuicdo da procedéncia com LHCEN relacionado ao padrao CDF.
Fortaleza-CE, 1996—-2002.

Padrao CDF
Procedéncia CDF 1 CDF 2 CDF 3 TOTAL
N | % N | % N | % N | %

Capital (Fortaleza) 2 10 10 50,0 8 40,0 20 100

Interior 1 5,6 8 44,4 9 50,0 18 100

Fonte: HUWC - Servico de Hematologia - UFC / ICC.
p =0,773; Teste Qui- Quadrado

Para uma melhor avaliagdo da célula dendritica folicular no Linfoma de
Hodgkin, foram correlacionados os resultados do padrdo da CDF com o tempo de
doenga dos pacientes conforme descrito na Tabela 10. A anélise estatistica nédo

mostrou associagéo entre essas varidveis (p = 0,67) Teste de Mann-Whitney.

Tabela 10 - Distribuigdo dos pacientes com LHCEN segundo tempo de doenca e
padrdo CDF. Fortaleza-CE, 1996-2002.

e Tempo de Doenca
Fadae COF Ndmero msglas Eaecsh‘-’;g Minimo | Maximo | Mediana
CDF 1 3 11,33 11,02 4 24 6
CDF 2 18 9,06 9,32 2 36 6
CDF 3 17 8,24 8,57 1 36 6
Total 38 8,87 8,88 1 36 6

Fonte: HUWC — Servigo de Hematologia — UFC / ICC.
p = 0,67; Teste de Mann-Whitney

Correlacionando o estadiamento clinico com o padrdo CDF, usando o
teste da razdo de verossimilhanca p=0,494, ndo existe associagdo entre O
estadiamento e o CDF (Tabela 11).
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Tabela 11 - Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo estadiamento e padréo
CDF. Fortaleza-CE, 1996 - 2002.

Estadio Clinico
Padrao CDF Localizada (1 ell) Avangada (lll e IV) Total

N de o N de o N de o

pacientes ° pacientes _ ° pacientes .
CDF 1 1 33,3 2 66,7 3 100,0
CDF 2 9 50,0 9 50,0 18 100,0
CDF 3 10 58,9 7 41,1 17 100,0
Total 20 52,2 18 44,8 38 100,0

Fonte: HUWC — Servigo de Hematologia — UFC / ICC.
p=0,494; teste da razdo de verossimilhanga

Os valores encontrados no hemograma, LDH, VHS foram correlacionados
com os resultados do padrdo CDF. Através do teste Mann-Whitney verificou-se que
nio existe relagdo entre estas variaveis analisadas: hemacias (p=0,088),
- hemoglobina (p=0,626), hematdcrito (p=0,401), leucécitos (p=0,110), bastonetes
(p=0,495), segmentados (p=0,233), eosindfilos (p=0,165), basdfilos (p=1 ,000),
linfécitos (p=0,159), mondcitos (p=0,276), LDH (p=0,534) e VHS (p=0,968)
(Apéndice B).

Associando-se o subtipo do LHCEN com o padrdo CDF, verificou-se que
nos 16 (42,1%) pacientes com ENI, o padrdo CDF1 foi observado em 3 (18,8%), o
padrdo CDF2 em 6 (37,5%) e o padrao CDF3 observado em 7 (43,8%). Nos
pacientes com ENII, 12 (54,5%) possuiam padrdo CDF2 e 10 (45,5%) possuiam
padrdo CDF3. Verificou-se que, estatisticamente, existe tendéncia a associacédo
(p=0,056) entre a presencga da célula dendritica folicular e os subtipos do Linfoma de
Hodgkin Cléassico Esclerose Nodular (Tabela 12).
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Tabela 12 - Distribuigdo do subtipo LHCEN com padréo CDF. Fortaleza-CE, 1996—
2002.

Padrao CDF |
Subtipo LHCEN CDF 1 CDF 2 CDF 3 TOTAL
N | % N | % N | % N | %
ENI 3 18,8 6 375 -7 438 16 100,0
ENII 0 0 12 545 10 455 22 100,0

Fonte: HUWC — Servigo de Hematologia — UFC / ICC.
p = 0,056; Teste Qui - Quadrado

Na correlagdo entre o tempo de acompanhamento dos pacientes com
LHCEN e a classificagdo das CDF, foi observado uma relagdo estatisticamente
significante (p<0,001), através do teste Mann-Whitney (Tabela 13).

Tabela 13 - Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo tempo de
acompanhamento e padrdo CDF, Fortaleza-CE, 1996-2002.

) Tempo de acompanhamento
Padrao COE Nimero Madia Desv:o Minimo | Méximo |Mediana
meses | padrao
CDF1 3 52,33 34,93 12 73 72
CDF2 18 33,44 20,75 13 81 29,5
CDF3 17 31,82 26,66 2 93 22
Total 38 34,21 24,51 2 28,5 93

Fonte: HUWC — Servigo de Hematologia — UFC / ICC.
p<0,001; teste Mann-Whitney

Os resultados da imunofenotipagem da CDF dos pacientes com LHCEN
foram correlacionados com a resposta ao tratamento. Dentre os 3 (7,9%) pacientes
com CDF1, 2 (66,7%) entraram em remiss&@o completa (RC) e 1 (33,3%) nao
respondeu ao tratamento. Dos 18 (47,4%) pacientes com CDF2, 13 (72,2%)
apresentaram remissdo completa, 4 (22,2%) remisséo incompleta (RI), 1 (5,6%) néo
apresentou resposta ao tratamento. Dentre os 17 (44,7%) pacientes com CDF3, 13

(76,4%) mostraram remiss&o completa e 4 (23,6%) remisséo incompleta (Tabela 14).
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Tabela 14 - Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo a resposta ao
tratamento. Fortaleza-CE, 1996-2002.

RESPOSTA AO TRATAMENTO
= Remissédo Remisséo . =
Padréo CDF completa incompleta Nio resposta Total
N % N % N % N %
pacientes pacientes ° pacientes ° pacientes °
CDF 1 2 66,7 0 00,0 1 333 3 7.9
CDF 2 13 72,2 4 22,2 1 5,6 18 47,4
CDF 3 13 764 4 236 0 000 17 447
Total 28 73,6 8 21,0 2 5,2 38 100,0

Fonte: HUWC — Servigo de Hematologia — UFC / ICC.
Teste da razéo da verossimilhanga

Avaliando as recidivas, com o padrido CDF foi observado que os dois

pacientes que recidivaram eram CDF2 (Tabela 15).

Tabela 15 - Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo recidiva. Fortaleza-CE,

1996 - 2002.
. Recidiva
Padrao CDF Nao Sim
N° de pacientes | % N° de pacientes | %
CDF 1 2 Tl 0 0
CDF 2 11 42,3 2 100,0
CDF 3 13 50,0 0 0
Total 26 100,0 2 100,0

Fonte: HUWC — Servigo de Hematologia — UFC/ ICC.
Teste da razéo da verossimilhanga

A andlise do padrdo CDF com a varidvel obito encontra-se representada

na Tabela 16. Verificou-se que os 3 pacientes que evoluiram para dbito eram
classificados como CDF3 (Tabela 16). |
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Tabela 16 - Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo padrdo CDF e obito.

Fortaleza-CE, 1996-2002.

Padrio _ Obito _ Total
CDF Sim Nao
N | % N | % N | %
CDF1 - - 3 100,0 3 100,0
CDF2 - - 18 100,0 18 100,0
CDF 3 3 17,6 14 82,4 17 100,0
Fonte: HUWC — Servigo de Hematologia — UFC / ICC.
Teste da razdo da verossimilhanga
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5 DISCUSSAO

A relagdo entre células dendriticas foliculares e células H/RS tem sido
abordada por alguns autores (TAKESHITA et al., 1989; ALAVAIKKO et al., 1991;
DELSOL et al., 1993; ALAVAIKKO et al., 1994; BAUR et al., 1998).

Takeshita et al. (1989) estudaram pacientes com LH localizada e
observaram no bago, focos da malha de CDF no tecido neoplésico. Nas lesdes

avancadas, a rede de CDF era destruida ou removida pelos infiltrados de células T
neoplasicas.

A presenga ou auséncia da rede de CDF esta relacionada a varios fatores
de relevancia progndstica, como idade, sexo, classificagdo histolégica e subtipo e
estadiamento clinico. A rede de CDF esta presente no tipo LHCPLN e LHCEN, os
quais sd@o considerados de melhor prognéstico. Em relagdo a algumas
caracteristicas histolégicas, a rede de CDF, no grupo LHCEN com abundante
esclerose, mostrou estar correlacionada com um prognoshco mais favoravel do que
naqueles com abundante fibrose, que sdo de pior progndstico. Foram classificados 2
padrdes para CDF, padrao A (+) mostrando rede de CDF ocupando células do
centro germinativo, muitas vezes expandidas e padréo B (-) com redes de CDF raras
ou ausentes, através da imuno-coloragéo com anticorpo monoclonal Ki-FDC1P em
tecido embebido em parafina (ALAVAIKKO et al., 1991).

Delsol et al. (1993) investigaram a associagéo entre as células dendriticas
foliculares reticulares com as células H/.RS, com énfase na expresséo do antigeno
CD21. Em uma série de 66 pacientes com LH, 23 eram LHCEN e nestes estudos
mostraram estreita relagdo entre CDF e H/RS. Em tomo de 75% dos casos, células
H/RS foram encontradas dentro ou circunvizinhas a rede de CDF com caracteristicas
morfolégicas semelhantes. Os dois tipos de células (CDF e H/RS) possuem receptor
Fc para IgG. A identificagéo da ‘agregagéo da IgG e IgE e a presenca da IgE dentro
de célula H/RS sugere fortemente H/RS como derivadas da CDF.

Em 1994, avaliando a CDF em 102 casos, utilizando o anticorpo
monoclonal Ki-FDC1P, Alavaikko et al. (1994) observaram nos 50 pacientes com

LHCEN melhor prognéstico quando a rede de célula dendritica folicular estava
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presente, indicando, que a auséncia de CDF na darea neopldsica é um fator
progndstico desfavoravel.

Baur et al. (1998), empregando os monoclonais CD21 e CNA42,
estudaram em 59 pacientes com LHCEN parametros prognésticos, especificando a
CDF e correlacionando com dados clinicos, subtipos EN, sexo, idade, resultados
laboratoriais, resposta ao tratamento utilizando curvas de sobrevida. Classificaram
em trés grupos de CDF, os quais diferiram claramente com relagéo a freqiiéncia de
‘recidiva e & sobrevida. A maior sobrevida foi vista{ no grupo CDF1, a menor no grupo
CDF3, sendo o grupo CDF2 intermedidrio. Quando nenhuma rede de CDF estava
presente, 0s casos eram considerados CDF NEG, os quais correspondiam ao grupo
CDF3, de pior prognostico.

As CD sdo eficientes para induzir forte resposta imune primaria e em
certos tipos de cancer, a presenca da CD dentro do tecido tumoral parece
correlacionar-se com um bom progndstico clinico (IMAL; YAMAKAWA, 1996;
AUSTYN: PHIL, 1998; JANJIC et al., 2002).

Algum}as caracteristicas na rede de CDF tém sido observadas em varias
doencgas linfoproliferativas. Exerhplos incluem diminuicdo do numero de CDF e
alteragées das fungbes em celulas centro foliculares dos linfomas. No LH,
anormalidades imunolégicas afetam tanto as respostas das células B como T
(ALAVAIKKO et al, 1991). Devido a sua caracteristica primordial de célula
apresentadora de antigeno, a CDF tem importante fungéo na manutengéo de célula
B memoria, célula T helper e na resposta de célula T citostatica. No LHCEN,
agregados de CDF, células B, células H/RS e variantes formam complexos que
expressam moléculas de adesao encontradas no centro germinativo (REE; KHLAN;
QURESHI, 1994:; BAUR et al., 1998; SAHIN et al., 2002).

Os achados epidemiolégicos se prestam para discussdo sobre a
influéncia da relagdo hospedeiro/ambiente no desenvolvimento de certas
caracteristicas do LH. Aventam-se hipéteses sobre o possivel papel das condigbes
de mé& nutricdo e/ou de exposicdo freqliente a agentes infecto-contagiosos, como
fatores agravantes da deficiéncia imunolégica destes pacientes ou na elaboragéo de
uma resposta anormal linfoproliferativa (DE ANDREA, 1994; BRAZIEL; OYAMA,
1997; YUNG; LINCH, 2003).
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Os registros desse estudo contabilizaram 23,7% dos pacientes com
génglios de primeira localizagdo na regiao mediastinal e 18,3% na regido
supraclavicular. Entretanto, nos exames para estadiamento foi identificado
comprometimento do mediastino em 60,5% dos casos. A freqiiéncia de casos com
envolvimento do mediastino, no presente estudo, & inferior aquela relatada na
literatura (STEIN et al, 2001b). Sabendo  que as formas mediastinais séo
inicialmente pouco sintomaticas, é mandatério um estudo radioldégico torécico
crltenoso mesmo nas formas aparentemente localizadas e superficiais do LH, pois
ha correlagao entre a presenca de massa mediastinal e LHCEN. Doenca maciga do
mediastino é considerada fator de risco adverso (FERRY et al., 1993; SPECTOR et
al., 1993; HUDSON; DONALDSON, 1997; STEIN etal., 2001b; OBERLIN, 2003).

Considerando o tempo de doenga, periodo de tempo transcorrido entre o
inicio dos primeiros sintomas até a data do diagnéstico, a variagéo foi de 01 a 36
meses, com média de 8,8 meses. Essa informagéo pode, em parte, explicar o
nuimero de pacientes em estadio clinico inicial mais avangado da doenca. De Andréa
(1994), no Hospital A. A. Camargo, em S&o Paulo e Spector et al. (1993) no Instituto
Nacional do Cancer no Rio de Janeiro, encontraram valores de 6 meses

semelhantes entre eles, mas inferiores ao do presente estudo.

Por outro lado, considerando que 89,6% dos casos apresentaram doenga
inicial com ganglios periféricos aumentados, devem existir explicagdes outras que
ndo a pobreza de sintomas, para justificar a grande demora no diagnostico.
Poderiamos imputar responsabilidade ao doente pela demora em procurar
assisténcia, entretanto o fato de ser os génglios indolores, s6 quando surge a febre,
que é um sintoma sistémico, o doente mais rapidamente procura ajuda
(PITOMBEIRA; FERREIRA; MARTINS, 1981; SPECTOR et al., 1993; OLIVEIRA;
BACCHI; ABREU, 2002).

Nessa série em estudo, 47,3% dos pacientes tiveram doenga avangada
- enquanto 52,6% doenga localizada. Nos pal"ses da Europa e América dd Norte,
aproximadamente 35% dos pacientes apresentam-se com doenca localizada,
proporgdo que no Brasil cai para 15% a 25%, possivelmente devido a diagnostico
tardio (SPECTOR et al., 1993; ANTONELI et al., 1997; DE CAMARGO et al., 1999).

Doenga localizada é de melhor progndstico (PITOMBEIRA, 1980; DE ANDREA,
1994; MURAD, 1999).
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A presenga de sihtomas constitucionais (B) comprometeu 68,4% dos
pacientes em estudo, o que difere dos achados de Baur et al. (1998), onde
predominavam pacientes sem sintomas (A) 55,9% (Tabela 17) e concordantes com
os dados anteriores obtidos no Brasil (PITOMBEl'RA; FERREIRA; MARTINS, 1981,
PITOMBEIRA; MARTINS; BASTOS, 1982; SPECTOR et al,, 1993; FARIA et al.,
1996: SOUZA, 1997; SILLA et al., 2004). Em estudo na Alemanha e Finlandia, Ae B
foram encontrados na mesma frequéncia (ALAVAIKKO et al., 1994) (Tabela 19).

No presente estudo, ao tempo do diagnéstico, 52,6% dos pacientes eram
estadio | e ll, se'guindo critérios de Ann Arbor, valores semelhantes aos achados de
Alavaikko et al. (1994) (Tabela 18) e Baur et al. (1998) (Tabela 17). Embora o
estadiamento mais freqiiente nos trés trabalhos comparados, seja no grupo de

estadio | e I, no presente estudo, a freqiiéncia de doencga localizada foi a menor.

Distribuindo os bacientes de acordo com dados clinicos, subtipos ENI e
ENII e comparando com dados da literatura (Tabela 17 e Tabela 18), em relagéo aos
3 padrdes CDF, foi observado que a média de idade (29,3 anos) foi préxima a
encontrada por Baur et al. (1998), que foi de 31anos. No entanto, ha diferenga
acentuada quando se compara com a média de idade (40 anos) encontrada p.or
Alavaikko et al. (1994) na Alemanha e Finlandia. Quanto ao sexo, a relagdo M:F de
1,23:1 esta mais préxima da referida por Alavaikko et al. (1994) de 1,17:1, enquanto

Baur et al. (1998) encontrou maior freqiéncia no sexo feminino 0,96:1.

Em uma andlise comparativa (Tabela 17 e 18), foi verificado que o perfil
dos pacientes nesse estudo, ao diagnéstico, revela prognéstico adverso. Os
pacientes do estudo de Baur et al. (1998) apresentam relagdo mais favoravel quanto
ao sexo, faixa etdria mais jovem, de melhor prognoéstico, maior freqiéncia no
estadiamento com doenca localizada, e sem sintorha (A), subtipo histolégico de
melhor relevancia prognéstica e maior nimero de pacientes CDF1. E possivel
concluir que o perfil dos pacientes com LHCEN de paises em desenvolvimento,
como os do estudo, apresentam ao diagnéstico um numero maior de fatores
progndsticos considerados desfavoraveis. Os pacientes aqui estudados, embora
com semelhante faixa etdria, s@o predominantemente do sexo masculino,
apresentam cerca de 2 vezes mais doenga avancada e sintomas B, maior freqiiéncia
de EN Il. Desse modo, torna-se dificil reproduzir os resultados de resposta ao

tratamento e sobrevida daqueles pacientes de paises desenvolvidos.
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Existem variagdes de freqiéncia dos diferentes subtipos histolégicos
conforme a idade e dareas geograficas. A literatura relata que em paises
desenvolvidos, como os da Europa e Estados Unidos, o subtipo LHCEN é o mais
freqliente nos jovens e adultos e, nos paises em desenvolvimento, seria o subtipo
LHCCM (REYES, 1990; ANTONEL! et al, 1997; BRAZIEL; OYAMA, 1997,
EKSTRAND: HORNING, 2002; OBERLIN, 2003; YUNG; LINCH, 2003). No Brasil, o
grupo de idade com LHCEN ocorre em 63% dos casos nos jovens (SPECTOR et al.,
1993; DE ANDREA, 1994; ANTONELI et al, 1997; DE CAMARGO et al., 1999;
MURAD, 1999; RADKE; BARLETTA, 2000; SOARES, 2001; OLIVEIRA; BACCHI;
ABREU, 2002; SILLA et al., 2004).

No Ceara, o padriao Celularidade Mista registrava um nitido predominio,
conforme estudos de Ferreira e Menezes (1977), Pitombeira (1980) e Pitombeira et
al. (1987). Estudos mais recentes tém revelado um aumento dos casos de LHCEN.
Abreu (1996) estudando uma série com 34 pacientes encontrou 22 (64,7%) com
LHCCM, 10 (29,4%) com LHCEN. Leite (1998) dentre uma série de 50 casos, 28
(56%) apresentavam o subtipo LHCCM, enquanto 18 (36%) o diagnéstico de LHCEN
(Tabela 19). | |

Em 2003, estudando a associagédo do virus Epstein-Bare com o LHC em
adulto, no Ceard, Pinto (2003) comparou com dados obtidos na Franga e encontrou
na sua casuistica um predominio da forma LHCEN, com 38 (57,5%) casos, LHCCM
25 (37,8%) dos casos, LHDL 1 (1,5%) e LHPLN n&o foi representada (Tabela 19).

Tabela 19 - Distribuigdo dos subtipos histolégicos em pacientes com Linfoma de
Hodgkin em criangas e adultos, segundo resultados e autores consultados no Ceara.

EN CM PL DL NC Total

Autores

N|%|N|%|N|%|N[%|N[%[N|%

Ferreira, Menezes 13 17,1 35 46,0 7 92 21 276 0 0 76 100
(1977) ‘

Pitombeira (1980) 28 217 62 481 8 62 26 202 5 38 129 100

Pitombeira et al. 14 133 49 467 13 124 9 86 20 19 105 100
(1987)

Abreu (1996) 10 294 22 647 O 0O 1 29 1 29 34 100
Leite (1998) 18 360 28 50 O 0 3 60 1 20 50 100
Pinto (2003) 38 575 25 378 O O 1 15 2 30 66 100

NC: ndo classificada
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O periil histolégico dos pacientes com LHC, no nosso Estado, revela uma
mudanca ao longo dos anos, nos parametros do LH descritos para regioes tropicais
em desenvolvimento, assemelhando-se ao padrdo encontrado no Sul do pais (SILLA
et al., 2004) e em paises desenvolvidos (BRAZIEL; OYAMA, 1997; OBERLIN, 2003;
YUNG; LINCH, 2003).

Correlacionando o padrdo CDF e a classificagdo EN | e EN I, Baur et al.
(1998) definiram uma melhor sobrevida no grupo EN | CDF1. A distingéo entre CDF1
e CDF2 n3o foi informativo nos casos de subtipo EN Il. No presente estudo o subtipo
EN Il foi encontrado em 57,9%, de prognéstico desfavordvel. Associando o padréo
CDF e subtipo EN, foi encontrado EN | CDF1 em 3 casos (18,8%), observando

tendéncia a associagéo (p=0,056) entre a presenca da célula dendritica folicular e os
subtipos do LHCEN.

A relevancia prognéstica do grau histopatolégico nos 2 subtipos (EN | e
EN Il) permaneceu controversa (BENNETT; TU; VAUGHAN, 1981; MacLENNAN;
BENNETT: TU, 1989; FERRY et al., 1993; BAUR et al., 1998; von WASIELEWSKI et
al., 2003). Estudos da Comissdo Britanica de Investigacédo para Linfoma (BNLI)
relatam que o subtipo EN I representa' uma variavel independente de pior
prognéstico, mostrando nesses casos uma reducéo da taxa de remisséo completa e
aumento da taxa de recaida. Outros estudos mostram diferenga significante na
sobrevida global (WIJLHUIZEN et al., 1989; ALAIVAKKO et al., 1991; FERRY et al.,
1993: ALAIVAKKO et al., 1994; BRAZIEL; OYAMA, 1997; von WASIELEWSKI et al.,
1997, 2003).

A relevancia da eosinofilia é sugerida em estudos de von Wasielewski et
al. (2000, 2003) como favordvel, no entanto outros estudos nao mostraram
significancia entre eosindfilos e a sobrevida. Na avaliagéo citoldgica do sangue
periférico, no presente estudo, ao diagnéstico, os pacientes nao mostraram valores
significantes de eosindfilos, entretanto algumas espécimes da biépsia de
diagnéstico, apresentavam uma riqueza de eosindfilo no infiltrado celular do tecido
neoplasico.

No presente estudo, nos pacientes com LHCEN, a associagéo do padrao
CDF com algumas varidveis como sexo, estadiamento clinico, tempo de doenga,

dados laboratoriais, resposta ao tratamento ndo mostrou correlagéo.



76

As células H/RS, neste estudo, seguiram o padréo classico descrito para
marcadores linféides no LH, expressaram positividade em padrdo de membrana e
Golgi para CD30 em 100% e para CD15 em 68,4% semelhantes aos dados
apresentados na Franga e em regides do Brasil, como S&o Paulo, Rio de Janeiro,
Rio Grande do Sul e Ceara (OLIVEIRA; BACCHI; ABREU, 2002; PINTO, 2003). A
expressdo do CD15 pela célula H/RS é observada em cerca de 85% dos casos de
LHC, com padréo de reagao caracteristico paranuclear, tipo Golgi, embora possa ser
observada também coloracdo de membrana ou citoplasmética difusa. Para alguns
autores a auséncia de expressdo do CD15 em casos de LH pode ser considerada
como fator progndstico negativo para recidiva da doenga e sobrevida (VASSALLO;
BROUSSET; KNECHT, 1993; PAES; CABECADAS, 1994; BRICE, 1998; ALVES,
1999; BROUSSET, 1999; KADIN, 2002).

O anticorpo fascina é um marcador sensivel com relativa especificidade.
Seu envolvimento na formacgdo do processo dendritico tem sido demonstrado
através de sua expressdo na célula dendritica centro germinativo, alterada no
foliculo neoplasico (FAN et al., 2003). No presente estudo, esse anticorpo mostrou-
se positiVo nas células H/RS e CDF. Assim, ele ndo é marcador especifico para
LHCEN, no entanto a sua adicdo no painel imuno-histoquimico pode auxiliar a
excluir outros diagnésticos e fornecer informagdes sobre a presenga da CDF
(KADIN, 2002; MAEDA et al., 2002; FAN et al., 2003).

No presente estudo, as células dendriticas foliculares, foram expressas no
grupo CDF1 em 7,9%, no grupo CDF2 em 47,4%, e no CDF3 em 44,7%. Esses
dados diferem dos analisados na Alemanha, Finlandia, Franga, Canadé e Suiga, nos
quais foi observada uma maior freqiiéncia do grupo CDF1 (ALAVAIKKO et al., 1991;
DELSOL et al., 1993; ALAVAIKKO et al., 1994; BAUR et al., 1998).

Considerando que a CDF é um importante elemento do sistema imune,
comparando os resultados da literatura com os do presente estudo, percebe-se a
diferenga na freqiiéncia do padrdo CDF (Tabela 20). Delsol et al. (1993) em uma
andlise de 23 casos de LHCEN, mostraram maior percentagem do padrao CDF1 em
52,2%, enquanto os outros 2 tipos ficaram com valores mais aproximados CDF3 de
26% e do CDF2 em 21,8%. Baur et al. (1998), em uma série de 59 pacientes
encontraram, no padrdo CDF2 42,4%, no CDF1 33,9% e menor percentual no

padrdo CDF3 com 23,7%. Nos resultados do presente estudo ocorreu predominio no
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padrido CDF2 em 47,4%, seguido do CDF3 em 44,7% e a menor freqiiéncia no
padrido CDF1 em 7,9%. Existe diferenca na apresentag@o clinica dos casos de
LHCEN com presenca de CDF observada em paises desenvolvidos e paises em
desenvolvimento, como o Brasil. Este fato, posSiveImente, reflete um dos motivos
pelos quais pacientes, com as mesmas caracteristicas clinicas nos paises
desenvolvidos tenham melhor prognéstico.

Tabela 20 - Distribuicdo dos resultados padrdo CDF em pacientes com LHCEN
segundo alguns autores.

Padrao CDF

Autores Origem CDF 1 CDF 2 CDF 3 Total

N|% N[ % | N[%|N[%

Delsol et al. (1993) Franga-Canada 12 522 05 21,8 06 260 23 100
Baur et al. (1998) Suica 20 339 25 424 14 237 59 100
Almeida (2004)

Brasil 03 7,9 18 47,4 17 447 38 100
presente estudo

O tempo médio de acompanhamento foi de 32,9 meses. A média do
periodo do acompanhamento nos pacientes com CDF1 foi de 52,33 meses,
enquanto os casos que ndo apresentaram células dendriticas foliculares (CDF3)
mostraram média de 31,82 meses. Os pacientes com presenga da célula dendritica
folicular tiveram maior tempo de acompanhamento. A associagéo entre a presenga
da célula dendritica folicular e tempo de acompanhamento foi estatisticamente
significativa (p= 0,001).

Baur et al. (1998) analisaram o padrdo CDF nos pacientes com LHCEN,
os quais diferiram com relagdo a freqiiéncia de recidiva e a sobrevida. A maior
sobrevida foi vista no grupo CDF1, a menor no grupo CDF3, sendo o grupo CDF2
intermediério. | |

Foi observado no presente estudo, que os pacientes que evoluiram para
6bito 3 (17,6%) foram classificados como CDF3. Alavaikko et al. (1994)

consideraram como fator prognéstico desfavoravel a auséncia de CDF.



78

Esse estudo traz a sugestdo de recomendar a andlise da célula dendritica
folicular através da imuno-histoquimica com o anticorpo monoclonal fascina na

avaliagdo complementar e relevante ao exame histopatolégico convencional do
Linfoma de Hodgkin Cléssico Esclerose Nodular.
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CONCLUSOES

. O subtipo EN I foi o mais freqiliente nos pacientes analisados (57,9%).
. O anticorpo monoclonal fascina demonstrou ser marcador para célula H/RS.

. O anticorpo policlonal pS100 n&o expressou boa marcagdo para CDF, sendo
considerado marcador genérico.

~ As células dendriticas foliculares, diferente do que é relatado na literatura foram
expressas numa maior freqiiéncia no padréo CDF2 (47,4%) e menor freqiiéncia

no padrdo CDF1 (7,9%). O CDF3 considerado de pior progndéstico, representa
44.7%.

. Nao foi observada correlagdo entre a presenga da célula dendritica folicular e o
sexo, idade, estadiamento clinico, parametros laboratoriais e resposta ao
tratamento.

_ Foi demonstrada uma tendéncia & associagéo entre os subtipos do LHCEN e a
positividade para célula dendritica folicular.

. Os pacientes com presenca da célula dendritica folicular foram acompanhados
por mais tempo. Uma associagao estatisticamente significativa foi observada

entre a presenca da célula dendritica folicular e o tempo de acompanhamento
nesses pacientes.
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Apéndice A — Protocolo Clinico dos Pacientes

LINFOMA DE HODGKIN

Procedéncia dos dados — Instituigdo:

97

1. Prontuario: Ficha:

Nome:

Idade: Sexo: Profissao:

Procedéncia: Estado Civil:
2. Primeiros sintomas:

3. Data dos primeiros sintomas:

diagndéstico em meses).

4. Exame fisico:

( ) Febre ( ) Ganglios
( ) Perdaponderal ( ) Figado ' cm
( ) Suores noturnos ( ) Bago : cm
( ) Prurido ( ) Mediastino —Bulky ()
( ) Palidez () Outros
5. Estadio Clinico:
()1 ()
()1 ()W

6. Fatores prognésticos (por ocasido do diagnostico):
6.1. LDH:

6.2. VHS:
6.3. Eosindfilo: N.° relativo
N.° absoluto
Linfécito: N.° relativo
N.° absoluto
7. Bidpsia Ganglionar:
7.1. Morfologia CAC
gg data registro: DPML
ICC _
Subtipo: SCMS
7.2. IHQ
data: registro:
resultados: CD 15
CD 30
fascina

S100

(até o



8.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

Biopsia Ossea:
BO data:
Infiltragdo medular: () sim ( )néo

Tratamento - Protocolo utilizado:

98

( ) MOPP ( ) C MOPP - ABV

( ) MOPP -ABV ( YABVD

( ) EBVM —Mp — Etop () Outros

Ciclos previstos: Ciclos realizados:
Periodo:

Realizou radioterapia?

( ) Sim ( ) Néo

Se afirmativo, localizagéo:

Periodo:

Houve remissao? ( )sim ( )néo
Se afirmativo, foi completa? ()sim ( ) néao
Houve recidiva? ( )sim ( )néo

Se afirmativa, localizagéo:

Situagéo atual:
a) Periodo de avaliagdo:

consulta.
b) Ultima noticia: data: _ / /
Estado Clinico:
( ) 6bito em / / ( ) sem noticia
( ) outros

Observagoes:

_ (da primeira
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Apéndice B — Tabela 21

Distribuicdo dos pacientes com LHCEN segundo hemograma, LDH, VHS - Fascina.
Fortaleza-Ce, 1996-2002.

Padréo CDF N | Média g:j:’;z Minimo |Mediana | Maximo

HEMACIAS CDF 1 3 3,2467 1,0797 2,26 3,0800 4,40
CDF 2 18 4,3356 ,6563 2,90 4,4500 5,20

CDF 3 17 4,4847 ,4952 3,60 4,5000 5,50

Total 38 4,3163 ,6877 2,26 4,4450 5,50

HEMOGLOBINA CDF 1 3 8,567 3,553 5,9 7,200 12,6
CDF 2 18 10,989 2,432 7,0 11,300 14,8

CDF 3 17 12,488 2,174 7,9 12,6000 16,6

Total - 38 11,468 2,591 5,9 11,850 16,6

HEMATOCRITO CDF1 3 28,133 9,530 21,2 24,200 39,0
CDF2 18 34,778 7,106 23,0 35,250 45,0

CDF3 17 37,876 4,894 27,5 39,000 48,0

Total 38 35,639 6,788 21,2 36,500 48,0

LEUCOCITOS CDF 1 3 5923,33 1285,94 4450 6500,00 6820

CDF 2 18 10898,89 4797,89 2100 10350,00 18800
CDF 3 17 9715,88  4743,78 4000 8600,00 22520

Total 38 9976,84  4708,97 2100 9450,00 22520
BASTONETES CDF 1 3 3,33 2,08 1 4,00 5
CDF 2 18 1,28 1,41 0 1,00 6
CDF 3 17 1,18 1,55 0 1,00 5
Total 38 1,39 1,59 0 1,00 6
SEGMENTADOS CDF1 3 78,000 6,245 73,0 76,000 85,0
_ CDF 2 18 69,722 12,043 30,0 69,500 85,0
CDF 3 17 66,682 11,919 45,0 69,400 88,6
Total 38 69,016 11,810 30,0 70,000 88,6
EOSINOFILOS CDF 1 3 2,000 1,00 1,0 2,000 3,0
CDF 2 18 4,961 3,726 0 4,000 12,0
CDF 3 17 ' 5,765 5,172 0,8 3,000 15,7
Total 38 5,087 4,358 ,0 3,000 15,7
BASOFILOS CDF 1 3 333 577 0 ,000 1,0
CDF 2 18 ,367 ,683 ,0 ,000 2,0
CDF 3 17 ,324 ,402 0 ,000 1,0
Total 38 ,345 ,551 ,0 ,000 2,0
LINFOCITOS CDF 1 3 9,000 5,000 4,0 9,000 14,0
CDF 2 18 17,011 10,761 2,0 14,000 50,0
CDF 3 17 20,459 10,321 5,1 19,000 39,0
Total 38 17,921 10,509 2,0 15,300 50,0
MONOCITOS CDF 1 3 7,333 3,512 4,0 7,000 11,0
CDF 2 18 6,661 3,889 1,0 6,500 18,0
CDF 3 17 5,888 2,850 3,0 6,000 13,0
Total 38 6,368 3,369 1,0 6,000 18,0
L.D.H. CDF 1 3 257,67 72,39 190 249,00 334
: CDF 2 18 352,78 187,76 118 322,50 726
CDF 3 17 389,29 166,71 170 373,00 745
Total 38 361,61 172,53 118 330,00 745
VHS CDF 1 3 61,667 43,684 25,0 50,000 110,0
CDF 2 18 48,944 25,721 8,0 42,500 100,0
CDF 3 17 62,235 41,486 1,0 52,000 143,0
Total 38 55,895 34,594 1,0 50,000 143,0

Fonte: HUWC — Servigo de Hematologia — UFC / ICC.
Teste Mann-Whitney
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Anexo A - Valores de referéncia do hemograma HUWC
Valor Norm 1 = Masculino, Valor Norm 2 = Feminino
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Anexo B — Protocolo de Imuno-histoquimica

PROTOCOLO DE IHQ

102

N.° TOTAL DE LAMS

MONOCLONAIS [ |

POLICLONAIS l—_::!

Bloqueio da Peroxidase (3%)

METANOL H,0,

SNC N.° LAMS | DILUICAO QUANT. DE SORO + BSA
AC.PRIMA | N.LAM DILUICAO QUANT. AC. PRIMA + BSA
AC.PONTE | N.°LAM DILUICAO QUANT. AC. PONTE. + BSA

ABC / STREPTAV.

BSA A B

Legenda:

Ac. = Anticorpo; BSA = Soro Album. Bovina; SNC = Soro Normal de Coelho




Anexo C — Parecer do Comité de Etica 103

Universidadq Federal do Ceard
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 296/03 Fortaleza, 25 de agosto de 2003
Protocolo COMEPE n° 132/03

Pesquisador responsavel: Julieta Maria Mendes Frota de Almeida
Dept°./Servigo: Departamento de Patologia e Medicina Legal/UFC

Titulo do Projeto: "Células Dendriticas Foliculares - Avaliagdo Imunofenotipica
na Doenca de Hodgkin, Subtipo Esclerose Nodular"

Levamos ao conhecimento de V.S% que o Comité de Etica em Pesquisa e
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Satide — Ministério da Satide, Resolugdo n°196 de 10 de outubro de
1996 e Resolugdo n° 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diario Oficial,
em 16 de outubro de 1996 e 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou o
projeto supracitado na reunifio do dia 31 de jutho de 2003.

Atenciosamente,

Dra, Mirian Parente Monteiro
Coordenadora Adjunta do Comite

de Etica em Pesquisa
COMEPERTUWCIUFC



