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RESUMO

O linfoma de Hodgkin ¢ uma neoplasia com elevados indices de sobrevida global e sobrevida
livre de doenga e seu comportamento e bases moleculares t€ém sido estudadas. Sabe-se que a
p53 ¢ uma proteina que controla a progressdo do ciclo celular e mutagdes do gene TP53
prolongam a meia-vida da proteina alterando os mecanismos de apoptose e o controle da
proliferacao celular. Cerca de 50% dos tumores humanos t€ém mutagdes no TP53 e acredita-se
que nos outros restantes a via de sinalizacdo da p53 esteja comprometida por outros
mecanismos. No linfoma de Hodgkin tem sido encontrada expressdao de p53 e a deteccao de
gene TP53 mutado ¢ rara. Ainda ndo esta definido se a p53 serve como marcador prognostico
no linfoma de Hodgkin. Nao hé estudos sobre a expressao de p53 em linfoma de Hodgkin na
populacdo do estado do Ceard. Os receptores de estrogénio (RE) ja foram detectados por
imuno-histoquimica em células de medula dssea normal, além de outros tecidos nado
hematopoiéticos. Ha evidéncia de que os estrogénios tém um papel na diferenciagdo dos
linfocitos B e regulacdo da apoptose. Sendo o linfoma de Hodgkin uma neoplasia de origem
na cé¢lula B, onde a resposta imune parece contribuir na sua patogenia, torna-se de particular
interesse avaliar o papel do estrogénio nesse processo. Ainda ndo sabemos qual a expressao de
receptores de estrogénio nos linfomas e qual sua influéncia no comportamento dessa
neoplasia. Neste trabalho estudamos a expressdo de p53 e receptor de estrogénio em linfoma
de Hodgkin no Ceard. Foram estudados 39 casos de linfoma de Hodgkin confirmado por
exame histo-patologico e por imuno-histoquimica ¢ um grupo controle de 10 casos de
linfonodos com hiperplasia reativa, ndo relacionada a linfoma. Foi feito estudo imuno-
histoquimico com marcadores para p53 ¢ REa. A idade dos pacientes variou entre 5 e 63 anos,
21% foram do sexo masculino, a apresentagao inicial da doenga foi em linfonodo cervical em
59% dos casos e 56% dos individuos apresentavam sintomas B. Quanto ao subtipo
histolégico, 56% dos casos eram de linfoma de Hodgkin(LH) cléssico esclerose nodular, 27%
celularidade mista, 14% rico em linfocitos e 3% eram LH predominancia linfocitaria. Nao
houve casos de deplecdo linfocitdria na amostra estudada. A p53 foi positiva em 53% dos
casos e no grupo controle em 10%. O RE foi negativo nos casos de LH, com marcagdo
persistente dos neutrdfilos (citoplasma) e marcou em 80% dos casos, em células histiocitarias,
com marcagdo para-nuclear (golgiana) e difusa citoplasmatica (fraca). Concluimos que a
expressao de p53 ocorre em mais de 50% dos casos de LH, conforme ja relatado na literatura e
que ha expressao de REa citoplasmatica em tecido linféide, mas ndo no LH. Ha expressiva
marcagdo no citoplasma dos neutréfilos. Outros estudos sdo necessarios para avaliar a
expressao do REP e seu papel na patogénese do LH.

Palavras-chave: Linfoma de Hodgkin, pS3, receptor de estrogénio.



ABSTRACT

Hodgkin’s lymphoma is a entity where free disease and overal survive is prolonged by
treatment and its molecular basis have been studied. In previus literature is described p53 as a
protein that controls progress of celular cicle and TP 53 gene mutations prolong half-life of
protein, modifing the mechanisms of apoptosis and regulation of celular proliferation. About
of 50% of human cancers have TP53 mutations and the investigators believe that in the others
the signaling mechanisms of p53 are altered by others ways. Hodgkin’s lymphoma cells stain
for p53 frequently, but detection for TP53 gene mutation is rare. It’s not be well stabilished if
pS3 is a prognostic factor in Hodgkin’s lymphoma. There is no trial about pS3 expression on
Hodgkin’s lymphoma in Cear4 state. Estrogen receptor were detected by imuno-histochemical
analysis in normal bone marrow cells and others non-hematopoietic tissues. There is evidence
that estrogen have a role on differentiation of B-cells and on regulation of apoptosis. If is
Hodgkin’s lymphoma(HL) a B-cell neoplasm, with immune response seems to contribute in
its pathogeny, its interesting to study the role of estrogen on Hodgkin’s lymphoma and its
influence on this neoplasm behavior. We studied p53 and estrogen receptor expression in
Hodgkin’s lymphoma on Ceard state. Were studied 39 cases of Hodgkin’s lymphoma
confirmed by histo-pathological studies and by immuno-histochemical analysis and a control
group with 10 cases of benign linfonodal hyperplasia. The simples were stained with p53 and
estrogen receptor(ER) a anti-bodies. The age of patitens varied between 5 and 63 years, 21%
were males, the initial presentation of disease was cervical adenopathy on 59% of cases and B
simptoms were present on 56% of patients. On classification by histological subtipes, 56%
were classical HL nodular sclerosis, 27% mixed cellularity, 14% lymphocyte-rich and 3%
were HL linfocyte predominance. In this sample, lymphocyte-depleted subtype was not found.
Positive staining for p53 occurred on 53% of cases and 10% of control group. Estrogen
receptor was negative in all cases of Hodgkin’s lymphoma, but showed positive stainning in
neutrophilic cells. In control group was founded ER positivity in 80% of cases, in histiocytic
cells, with para-nuclear stainning and cytoplasmic diffuse. In conclusion, p53 expression
occurs in more than 50% of Hodgkin’s lymphoma cases, as described previously, and there is
expression of ERa in lymphoid tissue, but not on HL. There is persistent positivity in
neutrophil cytoplasma. Another investigations are necessary to avaliate ERa and ERP on RS
cells and their role on the pathogenesis of Hodgkin’s lymphoma.

Key-words: Hodgkin’s lymphoma, p53, estrogen receptor.
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1 INTRODUCAO

1.1 Justificativa do trabalho

O linfoma de Hodgkin ¢ uma neoplasia com elevados indices de sobrevida global e
sobrevida livre de doenga e seu comportamento e bases moleculares t€ém sido estudados, para
que sejam estabelecidos critérios de intensidade de tratamento e estratificar os pacientes em risco
de recaida ou de complicagdes tardias. Muitos estudos estdo voltados para os mecanismos de
controle de proliferacao celular e apoptose, na tentativa de entender as vias de sinalizacdo e quais
os fatores que podem interferir nesses processos e desencadear a expansao clonal e a formacao de
neoplasias malignas. A caracteristica histo-patoldgica que torna o linfoma de Hodgkin uma
entidade peculiar ¢ o fato de que as células tumorais chamadas de células de Reed-Sternberg
compdem menos de 1% do total das lesdes, sendo estas circundadas por um substrato celular de

natureza inflamatéria e ndo neoplasica.

Sabe-se que a p53 € uma proteina que controla a progressao do ciclo celular e o gene
TP53 encontra-se mutado em pelo menos 50% das neoplasias. Mutagdes no TP53 estdo
associadas na maioria dos casos com doenga avancada ou resisténcia a terapia. Nos linfomas nao-
Hodgkin, a expressdo de p53 na imuno-histoquimica esta associada a mau progndstico,
principalmente nas formas agressivas e estagios avangados da doenga. No linfoma de Hodgkin,
as mutacdes de TP53 sdo raras e a expressdo da p53 na imuno-histoquimica ¢ frequente, mas o
significado progndstico desses achados ainda ndo foi estabelecido. H4 poucos estudos nacionais
sobre a expressao de p53 em linfoma de Hodgkin e essa avaliacdo ainda ndo foi feita no estado

do Ceara.
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Os hormdnios esterdides regulam uma variedade de processos bioldgicos, incluindo o
desenvolvimento do sistema imunologico. Ja foram identificados receptores de estrogénio em
células do tecido linféide e varios outros tecidos ndo-hematologicos. Existem estudos mostrando
o efeito anti-apoptose do estrogénio sobre os linfocitos B do sangue periférico e outros mostrando
aumento da expressao de Bcl-2 em células esplénicas. Apos os estudos iniciais sobre o papel dos
receptores de estrogénio no cancer de mama e do trato genital, muitos trabalhos estdo sendo
realizados para avaliar a presenga de receptores de estrogénio em outras neoplasias, como
carcinoma urotelial e adenocarcinoma de co6lon, onde o estrogénio parece ser um fator protetor.
Estdo em andamento estudos sobre risco de linfoma e leucemia associado ao uso de estrogénios.
E frequente o questionamento por parte de mulheres em tratamento para linfoma sobre os riscos

do uso de contraceptivos e reposi¢ao hormonal com estrogénios.

Sendo o linfoma de Hodgkin uma neoplasia de origem B, estando a célula de Reed-
Sternberg cercada de células inflamatdrias e moduladoras de resposta imune, faz-se necessario
avaliar a expressao de receptores de estrogénio no linfoma de Hodgkin e qual o papel do

estrogénio em sua patogenia ainda pouco elucidada.

1.2 Linfoma de Hodgkin: revisao bibliografica

1.2.1 Historico

O linfoma de Hodgkin foi a primeira neoplasia hematopoética descrita e precedeu
a descricao dos outros linfomas em mais de sessenta anos, sendo também a primeira neoplasia

onde se demonstrou o potencial curativo da quimioterapia.
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Em 1832, numa época em que ndo havia microscopios e que as doengas infecciosas
que causavam adenopatias eram freqiientes, Thomas Hodgkin descreveu uma doenca que afetava
os linfonodos e o bago, num trabalho intitulado “On Some Morbid Appearances of the Absorbent
Glands and Spleen”, onde descrevia achados macroscopicos de necropsia de sete casos. Suas
observacdes ficaram esquecidas por cerca de trinta anos, at¢ que Robert Wilks descreveu os
mesmos achados, chamando a nova entidade de doenca de Hodgkin (De VITA, 1999) . Mais
tarde revisados esses casos, trés deles foram confirmados como linfoma de Hodgkin e os outros

foram classificados como linfomas nao-Hodgkin ou tuberculose.

A primeira descri¢do microscopica do linfoma de Hodgkin foi feita em 1872, por
Langhans. As células gigantes que caracterizam a doenga foram descritas independentemente por
Sternberg em 1898 e Dorothy Reed em 1902, que entdo foram denominadas de células de Reed-
Sternberg(RS) . Entretanto, durante quase mais um século, a linhagem de origem dessas células

permaneceria obscura.

Ainda em 1902, a radioterapia foi usada pela primeira vez para tratar o linfoma de
Hodgkin, por Pusey. A poliquimioterapia iniciada por De Vita em 1963 levou os indices de

remissao completa da doenca de 20% para 80%, muitos desses casos evoluindo para cura.

Atualmente, mais de 90% dos pacientes com diagnostico de linfoma de Hodgkin em
estagio inicial sdo curados, onde a quimio e a radioterapia combinadas constituem uma
modalidade terapéutica efetiva (JOSTING et al, 2000). Sendo o linfoma de Hodgkin uma das
neoplasias com melhores indices de cura e sobrevida, os médicos e pesquisadores discutem
estratégias para reducdo de complicacdes tardias do tratamento quimio e radioterapico e melhora

da qualidade de vida dos sobreviventes (YUNG, 2003). Paradoxalmente, ainda se multiplicam os
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debates acerca da etiologia e da propria natureza da doenca, hoje perseguidos em estudos

moleculares.

O reconhecimento de que a célula RS ¢ um linfécito B do centro germinativo do
ganglio linfatico levou ao conceito de que a doenga de Hodgkin ¢ um linfoma de células B
(MARAFIOTI, 2000). Na classificagdo da Organizagdo Mundial de Satde mudou-se a
designacdo de “doenca de Hodgkin” para “linfoma de Hodgkin”. Numa reunido do Comité de
Aconselhamento Clinico, porém, a maioria dos clinicos expressou a opinido de que as
caracteristicas clinicas e terapéuticas tdo particulares da doengca em questdo justificam a
manutenc¢ao do termo “doenca de Hodgkin”. Ambas as formas entdo permanecem em uso, mas

ha uma tendéncia a favor do termo “linfoma de Hodgkin” (SPECTOR, 2004).

1.2.2 Epidemiologia

A incidéncia do linfoma de Hodgkin representa 12% do total de casos de linfomas e
0,6% do total de novos casos de cancer. A taxa de incidéncia vem caindo aproximadamente 1%

ao ano ¢ a taxa de mortalidade vem decrescendo 3,6% ao ano (De VITA, 1999).

No Brasil foram diagnosticados 499 casos de linfoma de Hodgkin no ano de 2000,
com predominancia de 1,3:1 para o sexo masculino. Quanto ao subtipo, 83 casos foram
classificados como esclerose nodular, 35 como celularidade mista, 08 foram do tipo rico em
linfocitos, 04 do tipo deplecao linfocitaria, 02 como outras formas de linfoma de Hodgkin e 367
foram classificados como de subtipo ndo especificado (INCA, 2000), o que ainda reflete as

dificuldades de diagnostico em nosso meio.
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Os fatores de risco para desenvolvimento da doenca e suas caracteristicas patologicas
diferem por grupo etdrio. Nos paises desenvolvidos, onde as criancas t€ém melhores condi¢des
socio-econdmicas, o linfoma de Hodgkin ¢ mais frequente em adultos jovens, enquanto que nos
paises em desenvolvimento hd um pico de incidéncia na infancia, o que sugere exposi¢do a um

agente infeccioso comum (JARRET, 2002).

A doenga tem uma caracteristica distribuicdo bimodal quanto a idade, o que j& havia
sido descrito por MacMahon em 1966. Nos paises industrializados, o pico inicial ocorre por volta
dos 20 anos e o segundo pico apos os 50 anos (De VITA, 1999), predominando os casos de
esclerose nodular (JARRET, 2002). Nos paises em desenvolvimento como o Brasil, ocorre um

pico inicial antes da adolescéncia e outro pico em idosos.

No Cear4, o pico inicial foi registrado em torno dos 10 anos. Havia predominancia das
formas celularidade mista e deplecao linfocitaria, esta tltima mais comum na sétima década de
vida (FERREIRA et al, 1977). Num segundo estudo, foram avaliados 194 casos no Ceard, onde
se manteve maior frequéncia do padrao celularidade mista (48,1%), mostrando um aumento na
frequéncia dos casos de esclerose nodular (21,7%) e deplecao linfocitaria (20,2%), sendo mais
frequentes os casos de celularidade mista em criangas e adultos jovens (PITOMBEIRA et al,
1982). Em um estudo de 1025 casos no estado de Sdo Paulo, VASSALLO e cols. (2005)
encontraram 31,5% dos casos de LH em criangas e adultos jovens, enquanto num estudo
americano com 35.000 pacientes a propor¢do de individuos nessa faixa etaria foi de 13%
(KENNEDY et al, 1998). No estudo de VASSALLO (2005) a freqiiéncia de subtipos de LH foi
semelhante aquela encontrada em paises desenvolvidos, predominando a esclerose nodular

(69,3%).
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Num estudo feito por GIESTA em 2006 no Ceard, foram avaliados 97 pacientes com
diagnostico de LH, sendo encontrado apenas um pico de incidéncia (10 a 39 anos), sendo o tipo
histoldgico mais comum a esclerose nodular (67%), seguido do tipo celularidade mista (21,6%),
o que mostra uma modificagdo no perfil epidemioldgico da doenga no Ceard, aproximando-se do

que ¢ encontrado nos paises desenvolvidos.

1.2.3 Etiologia

A etiologia do linfoma de Hodgkin (LH) permanece desconhecida e pensou-se tratar
de doenca infecciosa, até pelo quadro febril ciclico. Embora a pesquisa por um virus causador do
LH ainda ndo tenha resultados conclusivos, os dados clinicos e epidemioldgicos sugerem causa

infecciosa.

O papel do virus Epstein-Barr (EBV) na patogénese do LH tem sido estudado, e sua
relacdo causal com o LH foi estabelecida. Numa propor¢ao de casos de LH o genoma do EBV
esta presente nas células de Hodgkin e Reed-Sternberg, além da expressdao de produtos do gene
do EBV, o que sugere importante papel no processo patogénico da doenca. Além disso, a historia
clinica de mononucleose infecciosa estd associada a um risco aumentado de o individuo
desenvolver linfoma de Hodgkin (JARRET, 2002). A auséncia de EBV em tecidos linféides ndao
envolvidos pelo LH em individuos com a doenca sugere que a associagdo EBV-LH nao se deve a
imunocomprometimento, mas uma complexa interagdo entre o virus e seu hospedeiro
(AMBINDER et al, 1993). Entretanto, MARAFIOTI (2000), estudando 25 casos de LH esclerose
nodular através do isolamento da célula RS e técnicas de PCR, afirmou que a clonalidade das

células RS nao esté relacionada a presenca de infec¢ao pelo EBV.
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Em 1997, ABREU et al. encontraram 85,29% de positividade para EBV em linfoma
de Hodgkin no Ceara, em 34 casos com idade entre 2 e 17 anos, principalmente no subtipo
celularidade mista (100% dos casos). A expressao de LMP-1 ocorreu em 79,41% dos casos,
EBER (hibridizagdo in situ) foi positivo em 82,35%. Também foi encontrada frequéncia elevada
de positividade para EBV em 90 casos de linfoma de Hodgkin em criancas em Salvador — BA,

principalmente nos subtipos celularidade mista e deplegio linfocitaria (ARAUJO, 2006).

Um outro estudo brasileiro mostrou positividade para EBV de 64,1% dos casos de

linfoma de Hodgkin, sendo mais frequente no subtipo celularidade mista (VASSALLO, 2001).

Alguns autores sugerem que o linfoma de Hodgkin seja subdivido em trés modelos de
doenca: o primeiro, como doenca da infincia, geralmente associada ao EBV e mais
frequentemente do subtipo celularidade mista; o segundo modelo também associado ao EBV e
subtipo celularidade mista, ocorrendo em idosos; o terceiro modelo, ndo associado ao EBV, mais

comum em adultos jovens e usualmente do subtipo esclerose nodular (JARRET, 2003).

Nos paises em desenvolvimento, a frequéncia de LH associado ao EBV ¢ quase duas

vezes maior que nos paises desenvolvidos (JARRET, 2003).

Existem ainda os casos de LH nao associados ao EBV, os quais mostram uma
distribuicdo de faixa etaria unimodal, com pico de incidéncia em adultos jovens. Estudos
moleculares sdo necessarios para entendermos a biologia desse grupo de casos (JARRET, 2002).
Em 1994, CHILOSI et al encontraram expressao de LMP-1 ou de EBER-1 em apenas 12 de 72

casos de linfoma de Hodgkin.
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A ampla distribuicdo de casos assintomaticos de infeccdo pelo EBV na populagao
adulta normal sugere que a etiologia viral ndo ¢ a unica implicada no linfoma de Hodgkin

(STARATSCHEK-JOX et al, 2002).

O desenvolvimento de linfoma de Hodgkin ¢ afetado pela hiperestimulacdo da
imunidade e pela imunossupressdo. Existe um risco seis vezes maior de LH em individuos
submetidos a transplante alogénico de medula 6ssea (BARIS, 2000). Pacientes imunossuprimidos
em geral e pacientes infectados pelo HIV tém um risco aumentado de desenvolver linfoma de

Hodgkin ( DIEHL, et al, 1995).

Parece haver um componente genético, indicado pela ocorréncia de agregacao familiar
e de uma incidéncia duas a trés vezes, maior em judeus americanos e ingleses. A incidéncia em
irmaos gémeos monozigdticos ¢ muito maior do que em gémeos dizigoticos (MACK et al, 1995;
MAGGIO et al, 2002). A resposta imune aos agentes infecciosos pode ser influenciada pela
variacao genética na regido do HLA classe II, com alguns loci aumentando a susceptibilidade e
outros aumentando a resisténcia ao linfoma de Hodgkin (BARIS, 2000). Entretanto, em vista da
baixa incidéncia da doenga de Hodgkin, a avaliagdo do componente genético ainda merece

estudos.
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1.2.4 Aspectos histologicos

Figura 1: Linfoma de Hodgkin classico. (Arquivo pessoal)

O diagnostico do linfoma de Hodgkin ¢ histo-patolégico, complementado pela imuno-

histoquimica.

O linfoma de Hodgkin (LH) classico ¢ uma neoplasia linfo-proliferativa caracterizada
pela presenca de células malignas denominadas Reed-Sternberg (RS) ou de suas variantes, uma
populagdo clonal de linhagem B, que € responsavel por menos de 1% da massa tumoral. As
demais células sdo elementos reativos, como linfécitos, células plasmaticas,
eosinodfilos,histiocitos e fibroblastos, ou seja, um substrato celular de aspecto inflamatério, o que
levou, por muito tempo a varios questionamentos acerca da natureza inflamatoria e nao

neoplésica da doenca (MacMAHON, 1966).
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Pode ocorrer eosinofilia proeminente na lesdo tumoral, que pode se dever a dois
fatores principais: aumento da migracdao de eosinofilos devido a fatores quimiotaticos locais e
clearance reduzido de eosindfilos no tecido tumoral, ou seja, reducao da apoptose. A eosinofilia é
um fator de mau prognostico no subtipo esclerose nodular (ENBLAD et al, 1993; VON

WASIELEWSKI et al, 2000).

As células diagnodsticas de RS sdo células grandes, com nucleos polilobados ou
multinucleados. Cada lobo ou nucleo apresenta um nucléolo proeminente e eosinofilico. A
cromatina destes nucleos ¢ geralmente vesicular, com uma zona mais clara circundando o
nucléolo. O formato do ntcleo geralmente ¢ arredondado, mas pode haver indentagdes. Podem
ser encontradas figuras de mitose e de apoptose. O citoplasma ¢ geralmente abundante e

eosinofilico ou anfofilico. A célula RS ¢ conhecida como “olho de coruja”.

As células RS variantes sdo mononucleares, muitas vezes chamadas de células de
Hodgkin, apresentando as mesmas caracteristicas das células RS classicas, exceto que o ntcleo
nao ¢ polilobado e ¢é nico. As células lacunares apresentam o nicleo com pequenas lobulagdes,
os nucléolos menos proeminentes ¢ tém citoplasma abundante. Apos fixacdo com formalina
ocorre a retracdo do citoplasma e forma-se um halo claro em torno do nucleo. As células em

apoptose também podem ser vistas, sendo chamadas de células mumificadas (SOARES, 2001 ).

As células RS representam uma expansao clonal de células originadas de uma Unica
célula B do centro germinativo (MARAFIOTI et al, 2000). Elas se caracterizam pela auséncia
completa ou apenas baixa expressdo dos principais genes especificos das células B. O siléncio

dos genes pode ser consequéncia de mutacdes especificas, auséncia de fatores de transcricdo ou
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siléncio epigenético, sendo este ultimo ja descrito em estudo de “probing” de células de LH (

USHMOROV et al, 2006).

A relagdo entre células dendriticas foliculares e células RS tem sido estudada e alguns
trabalhos mostram que estas células estdo presentes nos tipos predominancia linfocitica nodular e

esclerose nodular, os quais sdao considerados de melhor progndstico (ALMEIDA, 2006).

A células tumorais produzem diversas citocinas que podem ser responsaveis pelos
achados clinicos da doenga: interleucina-1, interleucina-2, fator de necrose tumoral a (caquexina)
e B, fator estimulador de granuldcitos e macréfagos, interleucina-5, interleucina-6, interleucina-7
e interleucina-13. Também tem sido demonstrada expressdo de interleucina-10 nas células RS,

considerado um marcador de ativagao celular (HERBST et al, 1996).

1.2.5 Marcadores teciduais

CD15: encontrado primariamente em monocitos € macrofagos, também expresso em
granulécitos, linfocitos T, células infectadas pelo citomegalovirus e na maioria das células RS.
Nao ¢ de uma linhagem especifica, tendo uma grande distribuicdo em tecidos normais humanos e
em grande variedade de tumores malignos e benignos. Sua expressdao pode ser membranar, para-

nuclear, citoplasmatica ou uma combinagao destes.

CD30: antigeno marcador de ativagao, presente em linfocitos B ativados, linfocitos T
e mondcitos. Sua marcagdo pode ser membranar, para-nuclear ou ambas. Expressa-se em quase

100% dos casos de linfoma de Hodgkin classico, sendo que a perda antigénica do material pode
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ser a causa da ndo expressao do antigeno. Pode ser positivo no linfoma nao-Hodgkin anaplasico

de grandes células.

CD20: ¢ uma fosfoproteina transmembrana ndo glicosilada com fungdes de canal de
calcio. Esta envolvido na regulagio da ativagdo, proliferagio e diferenciagdo dos linfocitos B. E
expresso nos linfocitos pré-B medulares e linfocitos B maduros, ndo sendo expresso pelos
plasmocitos Apesar de recentes evidéncias sugerirem que a célula RS ¢ de linhagem B, a maior

parte delas ndo expressa CD20.

1.2.6 Classificacao do linfoma de Hodgkin

Atualmente a classificagdo empregada ¢ a proposta pela Organizacdo Mundial de Satde

(OMS) (JAFFE et al, 2001), que divide o linfoma de Hodgkin em dois grupos principais:

e Predominancia linfocitaria nodular - a arquitetura do linfonodo ¢ total ou
parcialmente substituida por um infiltrado nodular ou nodular e difuso,
com a presenca de esparsas células neoplasicas grandes, linfociticas e/ou
histiociticas (RS variantes), as quais sdo positivas para CD45, CD20, CD79a, Ig de
cadeia pesada e leve), negativas para CD15 e geralmente negativas para CD30. A
marcagcdo por LMP-1, que indica infeccdo latente pelo virus EBV, ndo ¢

encontrada nas células neoplésicas. Corresponde a cerca de 5% dos casos de LH.

e Linfoma de Hodgkin classico - subdividido em esclerose nodular tipos I e II,
celularidade mista, deplecdo linfocitaria e rico em linfocitos. As células

neoplasicas desse grupo sdo geralmente positivas para CD30 e CD15 e negativas
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para marcadores de linhagem B. As células RS e H aparecem em meio a um rico
infiltrado inflamatorio. No subtipo esclerose nodular, s3o encontradas também as

células lacunares, variantes da célula RS.

1.2.7 Quadro Clinico

A maioria dos pacientes com LH classico se apresenta com aumento dos linfonodos
da regido cervical e supraclavicular, as vezes também com acometimento de outras regides
linfonodais. Geralmente, a linfadenopatia ¢ indolor ou levemente dolorosa a palpacdo ou apos
ingestao de alcool. O mecanismo da dor associada ao alcool nao € conhecido e esse sintoma nao
tem significado prognostico. Os pacientes podem também apresentar fadiga e fraqueza. Em mais
da metade dos casos, ocorre envolvimento mediastinal. O envolvimento sistémico € raro no LH.

A medula 6ssea esta infiltrada em menos de 5% dos casos (SPECTOR, 2001).

Os sintomas B, como sdo chamados a ocorréncia de febre, sudorese e perda ponderal
ocorrem em cerca de 25% dos pacientes e esta relacionado a doenga avangada e pior progndstico.
A febre ¢ inicialmente baixa, vespertina, podendo até mesmo passar despercebida. Quando a
doenca ndo ¢ controlada, a febre pode se tornar alta, persistente e debilitante, podendo ser

intermitente (SPECTOR, 2001).

Quando ha envolvimento mediastinal, inicialmente este ¢ assintomatico ¢ mais
frequente no mediastino anterior, ganglios paratraqueais e peri-bronquicos, progredindo para
compressdo de hilos pulmonares e parede toracica. Os sintomas de lesdo expansiva toracica sao
tosse seca, dispnéia, ortopnéia, dor toracica, rouquiddo, pneumonite obstrutiva e sindrome

compressiva da veia cava superior (STEIN, 2004).
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O bago pode estar acometido em um tergo dos pacientes, sendo que 20 a 30% desses

tém tamanho normal. O envolvimento da medula 6ssea ocorre em 3 a 15% dos pacientes.

O envolvimento extra-nodal pelo linfoma de Hodgkin ¢ mais comum em pacientes
com infec¢do pelo HIV. Pode ocorrer na pele, trato gastro-intestinal e sistema nervoso central,
onde a compressao medular ¢ a principal forma de envolvimento (rara), necessitando de

intervencao terapéutica imediata.

E frequente a ocorréncia de anergia cutinea, devido a supressdo da imunidade celular.
Em consequéncia disso, podem ocorrer infeccdes como pelo herpes zoster e bacilo da

tuberculose. A imunidade humoral geralmente estd preservada.

1.2.8 Estadiamento

Em se tratando de uma doenga com boa resposta terapéutica, com elevada sobrevida e
complicagdes tardias relacionadas ao tratamento, o estadiamento adequado define os critérios de
quimio e radioterapia, melhorando a chance de resposta terapéutica e minimizando as
complicagdes. O sistema de estadiamento € baseado na classificacio de Ann Arbor, modificado

na revisao de Cotswolds, conforme apresentado na tabela 1:
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Tabela 1: Estadiamento do Linfoma de Hodgkin (BUCCHERI, 2006).

Estadio | Classificagio Ann Arbor Revisdo de Cotswolds
I Comprometimento de uma Unica regiao Inalterado

linfatica (I) ; pode ocorrer envolvimento

localizado de um o6rgéo ou sitio extra-nodal

por contiguidade (Ig)

II Duas ou mais regides linfaticas do mesmo lado Hilos D e E: uma 4area cada,
Do diafragma (II); pode haver envolvimento Independente do mediastino
De 6rgdo ou sitio extra-nodal por contiguidade (I1g) Anotar n° de sitios envolvidos
111 Comprometimento de regides linfaticas em ambos III1 — bago e/ou linfonodos
Os lados do diafragma (III); pode haver hilares, esplénicos, celiacos e
envolvimento de sitio ou 6rgdo extra-nodal por portais.
contiguidade (Illg)

112 — linfonodos para-aorticos,
iliacos e mesentéricos.

v Envolvimento multifocal de um ou mais 6rgdos ou Inalterado
tecidos extra-linfaticos, com ou sem
comprometimento nodal associado.
A Auséncia de sintomas sistémicos Inalterado
B Presenca de sintomas sistémicos Inalterado
E Envolvimento extra-nodal por contiguidade Inalterado
X Bulky — massa > 10cm
RC(nc) Remissao completa  ndo
confirmada (imagens residuais
anormais)

1.3 A proteina p53

O ciclo celular ¢ um processo rigorosamente controlado e durante a progressao nas
suas diferentes fases a propria célula verifica sua integridade funcional em momentos especificos
do ciclo, chamados de pontos de checagem. A proteina p53 ¢ uma das mais importantes proteinas
ativadas pelos sensores dos pontos de checagem, controlando a progressao do ciclo celular na

transcricao de G1 para a fase S ( BARCINSKI, 2004).
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O gene TP53 foi identificado pela primeira vez em 1979 como oncogene, em virtude
da sua associacdo com o “Simian virus” (Sv 40) de macaco e por sua alta semelhanga quimica
com os indutores de tumor e esta localizado no brago curto do cromossomo 17, na regido
17p13.3, sendo composto de 11 éxons, que codificam 393 aminoacidos, formando a proteina p53,
assim nomeada pelo seu peso molecular (LAMB et al, 1986). Trata-se de uma fosfoproteina
nuclear com fung¢des na parada do ciclo celular, morte programada das células (apoptose),
inibi¢do do crescimento tumoral e preservacao da estabilidade genética, sendo mais conhecida
como vigilante da integridade do genoma. Essas fungdes podem ser executadas através de varios
caminhos bioquimicos, incluindo ativag¢do de transcri¢do, supressao transcricional e inibicao da

replicacdo do DNA (IMAMURA et al.,1994).

A p53 ¢ encontrada em pequenas quantidades no interior da maioria das células
normais, sendo a meia vida do tipo selvagem “Wild type” extremamente curta, de 6 a 20 minutos,
tornando o nivel da proteina baixo para ser identificado por imunohistoquimica na maioria dos
tecidos normais. As mutagdes do TP53 prolongam a meia-vida da proteina e esta estabilidade
permite sua detecgdo pelos métodos de imunohistoquimica (IMAMURA et al, 1994). C¢lulas que
carregam o gene TP53 sdo capazes de retardar a entrada na fase S do ciclo celular, depois de
injuria no DNA, enquanto aquelas sem TP53 ou com TP53 mutante podem entrar na fase S antes
do reparo do DNA. Desta maneira, as mutagdes do TP53 podem permitir que rearranjos ou
amplificagdes génicas possam ocorrer. A propriedade da p53 na manuten¢do da integridade do
genoma ndo ¢ detectada na célula normal, tendo, por este motivo, sido descrita inicialmente como
oncogene quando descoberta ( ARRUDA, 2004). Cerca de 50% dos canceres humanos possuem
mutacdes no TP53 e acredita-se que nos outros restantes a via de sinalizagdo da p53 esteja

comprometida por outros mecanismos. A p53 aumenta os niveis de expressao da proteina BAX
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(envolvida na inducdo da apoptose) e diminui o nivel de expressdo da BCL-2 (funcdo anti-

apoptotica) (SILVA, 2004).

Quando a célula ¢ submetida a um estresse capaz de induzir lesio do DNA, a
molécula p53 ¢ fosforilada e sua conformacao se modifica, tornando-a mais estavel. A p53 passa
a funcionar como um fator de transcricdo e induz a sintese de p21, a qual inibe a atividade de

ciclinas especificas e o ciclo celular ndo prossegue (BARCINSKI, 2004).

Tem sido também estudado o papel do gene TP53 na angiogénese, ja que este gene ¢
um importante supressor tumoral e estd inativado em cerca de 50% de todos os tumores
malignos. Por inibir a angiogénese, o TP53 indiretamente induz apoptose e pode reverter tumores

ao seu estado latente (TANDLE et al, 2004).

A alteracdo da expressdo da p53 ¢ um evento comum no cancer de bexiga e no
carcinoma epidermodide de pénis e pode contribuir para a progressdo do tumor em alguns
pacientes. A alteracdo dos niveis de expressao do gene supressor tumoral no tumor primario nao
prediz metastase nodal ou aumento de sobrevida. Mutagdes do TP53 foram identificadas em 15-
40% dos canceres de mama, mas ainda ndo esta definido seu papel no progndstico dessa
neoplasia. O TP 53 ¢ o principal gene alterado em tumores de esdfago, sendo encontradas
mutagdes em cerca de 40% dos carcinomas epidermoides e 70% dos adenocarcinomas desse
6rgdo, sendo que essas mutagdes aparecem precocemente durante a progressdo neoplasica. No
adenocarcinoma de es6fago, as mutacdes sao detectadas na lesdo precussora do epitélio de Barret
e nas areas de displasia que precedem o tumor. No cancer colorretal as mutagcdes em TP53 sdo
identificadas em 50% dos casos e estd relacionado a pior progndstico e sobrevida mais curta.

Cerca de 50% dos canceres de cabega e pescoco contém mutagdes no gene TPS53, estando
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relacionada a recidiva precoce. A inativagdo do TP53 ¢ um evento precoce em alguns subgrupos

de astrocitomas, especialmente em adultos e sdo raras em pacientes pediatricos.

Sdo encontradas mutagdes no TP53 em muitas familias com susceptibilidade ao
cancer e em individuos que desenvolvem multiplos tumores primarios, sendo comum em familias
com a sindrome de Li-Freumeni, onde as mutagdes foram encontradas em 77% dos casos de
sindrome de Li-Fraumeni classica e 20% a 40% de sindrome de Li-Fraumeni-/ike. O risco mais
elevado € nos pacientes do sexo feminino, devido a incidéncia do cdncer de mama em jovens
desse grupo. O sequenciamento do gene TP53 ¢ indicado para pacientes, que preencham os
critérios de diagnostico da sindrome. Apds detec¢do da mutagdo, o exame deve ser oferecido aos
familiares em aconselhamento genético. At¢é o momento, porém, esse estudo ndo ¢ feito

rotineiramente, sendo oferecido apenas em centros de pesquisa.

Mutacdes no TP53 tém sido relatadas em varias neoplasias hematoldgicas, estando
associadas na maioria dos casos com doenca avangada ou com desenvolvimento de resisténcia a
terapia. Nos linfomas nao-Hodgkin, o estudo imunohistoquimico positivo para p53 e p21 foi
determinado como de mau progndstico (MOLLER et al, 1999; MARTINEZ, et al, 2001). As
mutacdes do gene TP53 sdo mais frequentes nos casos de doenca “bulky” e relacionadas a mau
progndstico numa série de pacientes com linfoma B difuso de grandes células (LEROY et al,
2002). Em sindromes mielodisplasicas as alteragdes de TP53 sdo mais encontradas em fenotipos
avancados (5 a 10% dos casos), mas foi descrita por Magalhaes (1999) alteracdo do TP 53 em

casos de anemia refrataria com implicagdes no progndstico da doenga.

No linfoma de Hodgkin, a imunohistoquimica para p53 em amostras de linfonodos

congelados ou em parafina mostrou marcagdo em 60% a 80% dos casos de celularidade mista e
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esclerose nodular. A marcagdo estad localizada no nucleo das células de Reed-Sternberg ou suas
variantes mononucleares. O acumulo de p53 mutante somente nas células de Reed-Sternberg
sugere um importante papel da p53 no processo neoplésico do linfoma de Hodgkin IMAMURA
et al, 1994). A inativagdo funcional da proteina p53 pode ocorrer apds interagao do produto
selvagem do gene com diversas proteinas, tais como aquelas codificadas em diferentes viroses e
produtos do oncogene MDM2, o que pode alterar as propriedades de transcricdo e meia-vida da

p53 (CHILOSI et al, 1994).

O oncogene MDM2 pode codificar proteinas capazes de se ligar a molécula de p53 e
agir como antagonistas especificos da atividade do gene TP53 e este, por sua vez, pode induzir a

atividade do gene MDM2, num mecanismo de auto-regulagao (CHILOSI et al, 1994).

Nao foi encontrada correlacdo entre infec¢do por EBV e reatividade de p53 nas
células RS. Além disso, as células reativas que cercam as células RS (pequenos linfocitos,
plasmocitos, eosindfilos e histidcitos) ndo marcam para p53, o que sugere ser as células RS o

componente neoplasico do LH (IMAMURA et al, 1994).

O primeiro método de analise da p53 foi o southern blotting, mas essa técnica detecta
apenas alteracdes grosseiras. Uma técnica indireta ¢ a andlise da perda de heterozigose, o que
pode ocorrer na auséncia de mutagdo detectdvel, mas essa andlise requer também amostra de
tecido normal do mesmo individuo. A técnica de reacdo em cadeia da polimerase detecta
mutagdes pontuais, com especificidade de mais de 95%, porém sua execugdo requer tempo e

muita experiéncia (IMAMURA et al, 1994).

A imunohistoquimica para p53 € a técnica mais simples de analise de sua

integridade, embora nao identifique as mutagdes relacionadas. Sua quantificagdo ¢ dificil e



33

podem ocorrer resultados falso-positivos e falso-negativos. Em uma série de linfomas, foram
encontrados 50% de tumores que marcavam p53, mas ndo foram detectadas mutagdes no gene
TP53 nos mesmos casos. Linfonodos hiperplasicos ndo malignos (reativos) ndo marcam para
p53. A analise imunohistoquimica para p53 pode auxiliar a separar linfonodos hiperplasicos nao
malignos dos linfonodos neoplasicos, mas nado identifica aqueles que t€ém mutagdes detectaveis
(NAKAMURA et al, 1993). Essa nao concordancia entre expressao de p53 e presenga de
mutacao detectavel também foi vista por Koduru et al (1997) e Villuendas et al (1993). A
positividade para p53 na auséncia de mutagdes detectaveis pode ser explicada pela interagdo da
proteina selvagem com o oncogene MDM?2. Num estudo com imunohistoquimica de 77 casos, 66
marcaram para MDM?2, 61 foram positivos para p53. Nessa analise, 30% das amostras co-
expressaram p53 e MDM2. Talvez esses achados possam explicar o fato de que as mutagoes de

p53 sdo raras no linfoma de Hodgkin (CHILOSI et al, 1994).

Num trabalho de revisao da literatura em 1994, Imamura et al resumiram as principais

caracteristicas das alteragdes de pS3 em neoplasias hematopoéticas:

1. Mutagdes de TP53 geralmente estdo relacionadas a mau progndstico ou recaidas.

2. Perda do brago curto do cromossomo 17 esta associada a mutagdo de TP53 no alelo
remanescente.

3. Linfomas B que tém p53 mutado geralmente t€ém c-myc ativado, mas a infec¢do por
EBYV nao parece estar relacionada a mutagao.

4. O linfoma de Hodgkin tem células RS positivas para p53, mas as células em volta
(linfocitos, eosinofilos e macroéfagos) ndo apresentam marcagdo, o que reforga a idéia
de que se trata de uma reacao benigna ao processo maligno. O linfoma de Hodgkin do

tipo predominancia linfocitaria ndo tem células RS p53 positivas.
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5. Individuos com sindrome de Li-Fraumeni tém uma mutacdo de TP53 ¢ incidéncia

aumentada de leucemias e linfomas.

A mutacao de p53 estd associada com mau progndstico em leucemia linfoblastica
aguda de células T (DICCIANNI et al, 1994), inducdo de resisténcia a quimioterapia em
leucemia mieldide aguda e leucemia linfocitica cronica ( WATTEL et al, 1994; DOHNER et al,

1995).

Existem ainda controvérsias quanto a relacdo entre a positividade de p53 e o
progndstico no linfoma de Hodgkin. Numa analise de 78 casos de LH, onde foi avaliada a
sobrevida livre de doenga em 5 anos, os pacientes que apresentaram positividade para bcl-2 e
foram negativos para p53 tiveram pior prognostico, com sobrevida de 55%. No grupo onde as
células RS tinham baixa positividade para p53 e bcl-2 a sobrevida foi de 90%. Ja aqueles que
apresentaram alta positividade para p53 tiveram sobrevida de 100%, independente da expressao

de bcl-2 (BRINK et al, 1998).

Um estudo brasileiro com 83 pacientes de LH analisou bcl-2, p53 ¢ LMP-1,
correlacionando com sobrevida livre de doenga e sobrevida global, ndo sendo encontrada

correlacdo entre a expressao dos marcadores citados e o prognoéstico (SPECTOR et al, 2005).

1.4 O sistema imunologico e os hormonios esteroides

Os hormonios esterdides regulam uma variedade de processos bioldgicos, incluindo o
desenvolvimento do sistema imunoldgico. J& foram identificados receptores de estrogénio em

timocitos, linfocitos T e B, macrofagos e células endoteliais (CUTOLO et al, 1995). Os
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hormonios sexuais sdo de particular interesse devido aos achados de que na formagdo de
linfocitos B ¢ seletivamente reduzida na medula 6ssea de camundongos adultos tratados com
estrogénio. Além disso, a linfopoiese B eleva-se em camundongos machos castrados e fémeas

ooforectomizadas ( IGARASHI et al, 2001).

Em mulheres durante a gestacdo, hd uma redugdo seletiva das células pré-B, com
redugdo na medula 6ssea de células responsivas a interleucina 7 (IL-7) e baixa proliferagcdo de
linfécitos, sem alteragdo da contagem de linfocitos B maduros recirculantes, nem dos
progenitores mieloides ou eritroides na medula. A diferenciacdo dos linfocitos B estd sujeita a

regulacdo hormonal (MEDINA et al, 2000).

KHETAWAT et al (2000) encontraram receptores de estrogénio j e receptores de
androgénio em megacariocitos normais e plaquetas, cuja transcricdo ¢ regulada durante a

diferenciacdo do megacaridcito.

E possivel que o estrogénio também possa modular a expressdo de sinais positivos de
células do estroma, para crescimento e diferenciagdo de linfocitos B (SMITHSON, 1995). Os
estudos sobre doencas auto-imunes tém sido direcionados a influéncia dos horménios sexuais
sobre o sistema imunoldgico, devido a incidéncia no sexo feminino ser dez vezes maior do que
no sexo masculino. Os pesquisadores cada vez mais encontram evidéncias do papel do estrogénio

na diferenciag¢do dos linfocitos B e na regulagdo da apoptose.

As células B de murinos tém receptores de estrogénio o e B e sdo responsivas ao
estrogénio exdgeno, o qual exerce efeito molecular direto sobre as células B. Na presenca de
estrogénio, a expressao de Bcl-2 esta aumentada em células esplénicas de camundongos. A

expressao aumentada de Bcl-2 também parece ser responsavel pela reducdo da apoptose em
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culturas de células de cancer de mama. Além disso, essa superexpressdo aumenta a sobrevida de
células B auto-reativas. Observou-se expansao de células B progenitoras Bcl-2 + na medula 6ssea
de camundongos tratados com estrogénio. Isso parece proteger as células B anti-DNA que
normalmente evoluiriam para apoptose ainda imaturas.(GRIMALDI et al, 2002). Del RIO et al
(2001) também mostraram em estudo in vitro o efeito anti-apoptose do estrogénio sobre os

linfocitos do sangue periférico.

A proliferacao do linfécito T ¢ inibida por estrogeno e testosterona e ha aumento da
apoptose. A progesterona induz parada no ciclo celular e aumenta discretamente a apoptose em

linfocitos T e B (McMURRAY et al, 2001).

Num estudo em modelo animal, MASARO et al. (2007) mostraram que a
ooforectomia resultou em perda de alvéolos pulmonares e o tratamento com estradiol induziu

regeneracao alveolar.

O receptor de estrogénio f (REP) estd presente na mucosa coldonica normal, nas
células endoteliais, vasculares e entéricas, bem como linfécitos e células musculares intestinais.
J4 no adenocarcinoma de célon a expressdao do receptor de estrogénio (RE) estd diminuida. Os
dados sugerem que o REP tem um papel protetor na prevencdo de transformagdo maligna do
epitélio intestinal (KONSTATINOPOULOS et al, 2003).Foram encontrados 22% de casos de

carcinoma urotelial papilar positivos para RE (CROFT et al., (2005).

O cancer de mama ¢ caracterizado por desregulacdo da proliferagdo e apoptose
celulares, desaparecimento de células mioepiteliais, transformacdo epitélio-mesénquima,
instabilidade gendmica e perda da organizag¢do e compartimentalizacdo. Estdo envolvidas varias

moléculas como proto-oncogenes como c-MYC, Erb-2, EGFR, ciclina D1 e genes supressores de
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tumor como TP53, pl6, E-caderina. Mutagdes no TP53 foram identificadas em 15-40% dos
casos, mas ainda ha controvérsia sobre o valor de pS3 como fator prognostico nessa neoplasia. Ja
os fatores de risco ligados aos estrogénios e progesterona estdo mais bem estabelecidos. Os
receptores de estrdgeno e progesterona sao expressos em niveis basais muito baixos em células
epiteliais mamarias normais, apos a mulher entrar na maturidade. Cerca de dois tercos dos
canceres de mama expressam niveis mais altos de receptor de estrogénio e estes sdo fatores
preditivos de resposta @ hormonioterapia. O receptor de estrogénio o ¢ mediador de inimeras
acOes estrogénicas em células-alvo e sua acdo depende da interagdo com moléculas co-
repressoras e co-ativadoras. O receptor de estrogénio B, descrito mais recentemente, também se
expressa no tecido mamario normal e maligno, mas suas func¢des e significado progndstico ainda

ndo estdo esclarecidos.

A produgdo de glucocorticoides e hormonios sexuais ¢ influenciada pelo citocromo
P450 17 Al e foi encontrada alteragdo do gene que codifica essa enzima associada a risco

aumentado para linfoma ndo-Hodgkin difuso de grandes células (SKIBOLA et al, 2005).

Um estudo avaliou a expressdo de receptor de estrogénio em 49 casos de LLC e

apenas dois casos foram positivos.(MELO et al, 1990).

Um estudo prospectivo em usudrias de reposicdo hormonal mostrou risco aumentado
para linfoma folicular e ndo houve associacdo com linfoma difuso de pequenas células (LLC)
(CERHAN et al, 2002). J4 num outro estudo (BEIDERBECK et al, 2003) ndo houve correlagdo

entre uso de estrogénios e risco para linfoma.

SHIM et al. em 2006 estudaram a expressdo de RE o e B em tecidos linfoides

humanos e encontraram positividade para RE B no baco, amigdalas, células mononucleares
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periféricas e em culturas de células de linfoma de Hodgkin e linfoma de Burkitt. A expressao de
RE a s6 foi encontrada nos centros germinativos de tecido amigdaliano inflamado e apenas no
citoplasma e ndo no nucleo. WATSON et al (1995) também demonstraram a presenca de
receptores de estrogénio na membrana citoplasmatica de clones de células de tumor pituitario. O
estrogénio age rapidamente em alguns tecidos como mama, o0sso, cérebro e sistema
cardiovascular, sugerindo que sua acdo depende ndo s6 da via gendmica (receptores nucleares)
como de sinais localizados na membrana celular. Os receptores de estrogénio localizados na
membrana tém efeitos diferentes dos receptores localizados no nucleo (BJORNSTROM et al,

2004).

O gene do receptor de estrogénio esta localizado no brago longo do cromossomo 6,
uma regido que estd frequentemente alterada em neoplasias hematoldgicas. O gene do receptor de
estrogénio estd metilado em cerca de 90% dos casos de leucemia e linfoma e isso se traduz em
bloqueio da transcricdo do RE (ISSA et al, 1996). A metilacio do RE estd relacionada a

prognostico favoravel em adultos com LMA (Li et al, 1999).

Sendo o linfoma de Hodgkin uma neoplasia de origem na célula B, onde a resposta
imune parece contribuir na sua patogenia e tem a célula de Reed-Sternberg circundada de células
inflamatorias, torna-se de particular interesse avaliar o papel do estrogénio nesse processo. Ainda
nao sabemos qual a expressao de receptores de estrogénio nos linfomas e qual a sua influéncia no

comportamento dessa neoplasia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar, por imuno-histoquimica, a expressao de p53 e receptor de estrogénio o no

linfoma de Hodgkin.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a distribui¢do dos casos de linfoma de Hodgkin por faixa etaria;

b) Avaliar a distribuicao dos casos de linfoma de Hodgkin quanto ao estadiamento no
momento do diagndstico;

c) Avaliar a distribui¢do dos casos de linfoma de Hodgkin por subtipo histoldgico;

d) Observar a expressdao de CD15, p53 e receptor de estrogénio por subtipo histologico

do LH.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram estudados 39 individuos com diagnostico de linfoma de Hodgkin confirmado
por exame histo-patologico (HE) e imuno-histoquimica. Foi realizada a revisdao dos prontuarios

para preenchimento de dados clinicos e epidemiolédgicos.

Foi feito um grupo controle de 10 casos de linfonodos com hiperplasia reativa, ndo

relacionados a linfoma.

Os blocos de parafina foram selecionados dos arquivos do Servico de Anatomia
Patologica do Instituto do Cancer do Ceara, obtidos de pacientes atendidos no periodo de janeiro
de 2000 a outubro de 2006. Todos os blocos de parafina que foram selecionados estavam em boas

condicdes para novos cortes, sem perda do material de biopsia.

Os blocos foram processados em microtomo rotativo com cortes de 4pum de espessura,
estendidos sobre laminas de vidro, num total de cinco cortes para cada caso. Uma lamina corada
pela hematoxilina-eosina, uma para receptores de estrogénio, uma para p53 e as demais

armazenadas como reserva.

3.1 Estudo morfologico

Para as laminas que foram inicialmente coradas, foi feita a desparafinizacdo em dois
banhos de xilol., rehidrata¢do em série descendente de etandis, imersdo em solucdo de hidroxido
de amoénio a 10% e lavagem em agua corrente e agua destilada. A coloragdo foi feita com

hematoxilina-eosina (HE). A andlise das laminas foi realizada em microscopio Optico comum.
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Foi realizada a confirma¢do do diagnostico de linfoma de Hodgkin e a classificagdo conforme

proposto pela Organizacdo Mundial de Saude em 2001.

3.2 Estudo imuno-histoquimico

Foi feita a revisdao das laminas em arquivo para os marcadores CD30, CD 15 e

fascina, além de CD45, CD20 e CD3.

Para a andlise de p53 e receptor de estrogénio, foram utilizados marcadores com
anticorpos monoclonais especificos: p53 Clone DO-7 (DAKO) e receptor de estrogénio a Clone

1D5 (DAKO).

Os cortes de 4 a 5 um foram desparafinizados imediatamente antes da realiza¢do da
técnica de imuno-histoquimica, sendo hidratados e lavados com solucdo salina tamponada, pH
7,6. A seguir, foi feito tratamento de recuperacdo antigénica com tampao citrato a 10mM, pH 6,0
para p53 e pH 2,0 para RE por 30 minutos em forno de microondas, por duas etapas de 10
minutos cada. Bloqueio com peroxidase endogena por dois ciclos de 5 minutos cada, com
metanol contendo 0,03% de peréxido de hidrogénio. Os cortes entdo foram incubados com os
respectivos anticorpos primarios p53 e RE, diluidos 1:50 e incubados por 12 horas durante a
noite, a temperatura de 4°C. Apos lavagem com solugdo salina tamponada, as laminas foram
incubadas por 60 minutos com anticorpo secundario biotinilado anti-IgG. Os cortes foram
incubados com o complexo ABC (DAKO, USA) por 45 min. O complexo ABC foi preparado
seguindo a orientacao do fabricante e constou de solucdo na proporcao de Sul de avidina com Sul

de biotina em 5 ml de solucgdo salina tamponada. Para visualizagdo da reacdo, as laminas foram
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tratadas com solucdo diaminobenzidina (DAB, 1mg/ml) (DAKO, USA). Foi feita contra-

coloracdo com hematoxilina e montagem de laminula em balsamo do Canada.

Foi feita a leitura em microscopio Optico e interpretacdo da imunohistoquimica. Foi
considerada positiva a marcagdo nuclear na cor marrom para ambos os anticorpos. Todo o
procedimento de andlise e interpretagdo foi feito juntamente com os patologistas do Instituto do

Cancer do Ceara, Dr. Francisco Valdeci F. Almeida e Dr. Francisco Dario Rocha Filho.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital do

Cancer/Instituto do Cancer do Ceara.
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4 RESULTADOS

A populagdo estudada foi de 39 individuos, com idade entre 5 e 63 anos, com média
de 27 anos, sendo 21 (55%) do sexo masculino. O grafico 1 mostra a classificacdo por faixa

etaria.

Faixa Etaria
45%
18% 18%
0,
5% S 5%
0%
0-10 11-20. 21-30 31-40 41-50 51-60 >60

Grifico 1: Classificagdo por faixa etaria.

A primeira manifestagdo de doenca foi de aumento de linfonodos cervicais em 59%

dos casos e 56% dos individuos apresentavam sintomas B.

Quanto ao estadiamento, 57% dos individuos estudados iniciaram tratamento no
estagio clinico II, 20% no estagio I1I e 23% no estagio IV. Nao houve casos em estagio clinico I,

conforme demonstrado no grafico 2.
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Estadiamento
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Grafico 2: Estadiamento.

Quanto a classificacdo do linfoma de Hodgkin, 56% dos casos foram clasificados
como esclerose nodular, 27% celularidade mista, 14% rico em linfocitos e 3% predominancia

linfocitaria. Nao houve casos de deplegdo linfocitaria na amostra estudada. (Grafico 3)

Classificagao
0 5 55%
50% -|
40% -
30% -| 26%
20% 16%
10% -
o 0%
0% — i
EN PL cM RL DL

Grifico 3: Distribuicao dos casos por classificagdo do linfoma de Hodgkin.



45

Foram consultados os registros de imuno-histoquimia para CD30 ¢ CD15 dos casos
estudados, onde o CD30 foi positivo em todos os casos € o CD15 foi positivo em 70,6% dos
Ccasos.

A analise imuno-histoquimica para p53 foi positiva em 53% dos casos, enquanto que

no grupo controle foi de 10%. A figura 2 mostra a expressdo de p53 em células RS.

Figura 2: Expressao de p53 em caso de linfoma de Hodgkin classico.

A anélise imuno-histoquimica para receptor de estrogénio foi negativa em todos os
casos, sendo que houve persistente marcagdo no citoplasma de polimorfonucleares. No grupo
controle, houve marcagdo positiva em 80% dos casos, no citoplasma de histiocitos, difusa, de
pouca intensidade e algumas vezes marcacdo para-nuclear (golgiana) intensa nessas mesmas

células (Figuras 3 e 4). Também houve marca¢do no citoplasma de polimorfonucleares no grupo
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controle. Os pequenos linfocitos ndo marcaram. A tabela 2 mostra o percentual de casos positivos

para p53 e RE na amostra de no grupo controle.

Tabela 2: Expressao de p53 e RE na amostra e no grupo controle

PS3 RE
AMOSTRA 53% 0
CONTROLE 10% 80%

Figura 3: Expressao de RE em linfonodo reativo.
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Figura 4: Expressio de RE em linfonodo reativo. Detalhe da marcacdo difusa nos

histidcitos e algumas células com marcacao para-nuclear.

Devido as diferencgas de intensidade de marcagdo encontradas para p53, foi feita uma
estratificagdo dos resultados, assim divididos:
0 =nao houve marcagao
1 = marcagao leve ou +
2 = marcagao intermediaria ou ++
3 = marcagdo intensa ou +++

4 = marcagdo em quase todas as células tumorais ou ++++

O grafico 4 mostra a distribui¢ao desses resultados.
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Grifico 4: distribui¢cdo dos casos quanto a intensidade de marcacao de p53.

A tabela 3 mostra uma andlise comparativa da expressao dos marcadores CD15 e p53

por subtipo de LH.

Tabela 3: Positividade dos marcadores por subtipo histologico*

CD 15 P53
RL 60% 60%
EM 68,4% 42,1%
CM 77,8% 66,7%
Total 70,6% 53%

*PL houve apenas um caso, positivo para CD 15 e p53, negativo para RE.

DL:nao houve caso deste subtipo na amostra.

A marcacao de p53 foi semelhante a de CD15 quanto a distribui¢@o por subtipo de LH

e ndo houve significancia estatistica na associagao entre p53 e subtipo histologico ( p=0,9)
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5 DISCUSSAO

O linfoma de Hodgkin ¢ uma doenca onde os resultados de tratamento estdo entre os
melhores no campo da oncologia, a sobrevida livre de doenca ¢ longa na maioria dos casos € nao
ha, at¢ o momento, grandes avancos no tratamento em relagdo aos ultimos vinte anos. Hoje os
estudos estdo concentrados em reduzir as complicagdes tardias secundarias ao tratamento, como
segunda neoplasia, fibrose pulmonar e infertilidade, além de melhorar os resultados da
quimioterapia nos casos de refratariedade e recaidas. Muitos estudos sdo direcionados a defini¢dao
de critérios progndsticos, na tentativa de estratificar grupos de pacientes que necessitam de
tratamento mais agressivo e prolongado, separando aqueles que podem ter resposta completa e
duradoura com esquemas de quimioterapia mais curtos e/ou radioterapia apenas do sitio
envolvido. Paradoxalmente, ainda ¢ uma neoplasia cuja biologia ainda ndo esta bem elucidada e
que parece ser influenciada por diversas substancias como citocinas, hormdnios, particulas virais

e fatores quimiotaxicos.

Os fatores ambientais e sécio-econdmicos tém indiscutivel papel na incidéncia e
forma de apresentacdo do LH, o que se torna evidente nas diferengas epidemiologicas entre

populacdes de paises desenvolvidos e aqueles em desenvolvimento.

No estado do Ceara, notamos uma profunda modificacdo ao longo do tempo em
relacdo a epidemiologia da doenga. Em 1977, FERREIRA et al encontraram um pico de
incidéncia em torno dos 10 anos e outro em torno dos 60 anos. Em 1982, PITOMBEIRA et al
relataram a maioria dos casos ocorrendo em maiores de 15 anos. Os trabalhos mais recentes

mostram que a distribuicdo por faixa etdria parece ndo ser mais bimodal como descrito na
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literatura, passando a apresentar a maioria dos casos em individuos com idade entre 10 e 40 anos.
Este resultado ¢ semelhante ao encontrado por GIESTA (2006) no Ceara e ao relatério do INCA
(2000) sobre a incidéncia de LH no Brasil. Também no presente trabalho houve predominancia
nas idades entre 11 e 40 anos, com um Unico pico de incidéncia, por volta dos 20 anos, conforme

os dados mais recentes da literatura.

Houve um aumento dos casos do subtipo esclerose nodular e progressiva redugao da
frequéncia dos casos de celularidade mista, aproximando-se do que ¢ visto em paises
desenvolvidos (PINTO et al, 2006). Em criangas, porém continua a ser mais frequente o subtipo
celularidade mista os quais tém ainda frequente positividade para EBV (ABREU, et al, 1997), ja
havendo uma tendéncia a uma curva semelhante aquela observada em adultos (dados nao

publicados, PITOMBEIRA, 2006).

As mudangas epidemiologicas observadas acompanham mudancas significativas na
qualidade de vida, saneamento basico e atencao primaria a satde, as quais tém ocorrido no Brasil
e principalmente na Regido Nordeste nos ultimos vinte anos. Tém sido implementados
programas de assisténcia a saide da familia, ampliados os programas de vacinacdo e orientacao
sobre higiene e alimentacdo. Nao sabemos se algum desses fatores podem influenciar
isoladamente, mas o fato ¢ que a melhoria de indicadores de saude tem sido observada, em

concordancia com as modificacdes dos aspectos epidemioldgicos do linfoma de Hodgkin.

Quanto ao estadiamento, os pacientes continuam a ter diagnodstico de LH em estagio
clinico II ou mais avangado, sendo rara a admissdao de pacientes no inicio da doenga. Também

apresentam os sintomas B na época do diagnostico em mais da metade dos casos.
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No linfoma de Hodgkin, a literatura descreve expressdo de p53 por imuno-
histoquimica no ntcleo das células RS e nas variantes mononucleares em cerca de 70% dos
casos, onde o nimero de células positivas varia de 10% a 60% em cada amostra. A marcagdo
predomina nos casos de LH classico tipo esclerose nodular e celularidade mista (IMAMURA,
MIYOSHI e KOEFFLER, 1994). Nas outras hemopatias, a p5S3 se expressa preferencialmente
em doencas agressivas, como no linfoma B de grandes células, LLA e no linfoma de Burkitt, ou
em fase acelerada, como LMC em crise blastica. Na fase cronica da LMC e leucemia cronica de
células T a expressao de p53 ¢ rara. Na LLA-T as mutagdes de TP53 sdo raras, mas na recaida da

mesma doenca, as mutagdes sao encontradas em 30% dos casos.

Na amostra em estudo, a positividade para p53 teve frequéncia de 53%, um pouco
menor do que o descrito na literatura. Quando analisada por subtipo histolégico de LH, a
distribui¢do de casos positivos foi semelhante para as formas classicas CM e RL, sendo
discretamente menos frequente no subtipo EN. Como sé houve um caso de PL e nenhum de DL,
a analise de expressao de p53 nesses subtipos ndo pode ser feita. Quando comparada a expressao
de p53 a de CD15 no linfoma de Hodgkin, a marcagao foi semelhante ¢ nao houve significancia

estatistica quanto a distribui¢cdo por subtipo histologico.

Nas hemopatias malignas, a p53 se expressa mais em doengas que apresentem altos
indices de proliferagao celular, sendo menos frequentes nas formas de evolucao indolente. Ainda
nao estd esclarecido se esses achados sdo consequéncia de alteragdes epigenéticas e as mutagdes
do TP53 seriam mais um fator em meio a outros subsequentes a esse processo ou se essas
mutacdes sdo fatores determinantes na transformac¢do das hemopatias para formas mais
agressivas. Ja no linfoma de Hodgkin, as mutacdes no gene TP53 sdo raras e a expressao de p53

ocorre em torno de 70% dos casos. Essa expressdo pode ocorrer devido a acimulo de p53 nas
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células RS e variantes, de alguma forma contidas pelas células inflamatoérias que cercam as
células tumorais. Talvez a baixa frequéncia de deteccdo de mutacdes no gene TPS53 esteja
relacionada ao fato de que no linfoma de Hodgkin, apenas 1% das células sdo realmente
neopldsicas. Também ainda ndo esta esclarecido se a expressao de p53 tem algum papel

progndstico no linfoma de Hodgkin.

No grupo controle, houve positividade para p53 em 10% dos casos. Esta descrito na
literatura que a analise imuno-histoquimica para p53 ¢ adequada para marcagdo de células
neoplasicas. O clone de anticorpo para p53 utilizado no presente estudo marca também a proteina
do tipo selvagem que porventura tenha se acumulado na célula, como pode ocorrer na
hiperplasia linfonodal benigna. Os dez casos separados como grupo controle foram biopsias de
linfonodos com hiperplasia reativa retirados de pacientes com outras neoplasias. A positividade

foi em apenas um caso, com marcagdo leve (+) em célula dendritica e ndo sabemos a causa.

A expressao de RE nos casos de LH foi negativa nas células tumorais. Ja no grupo
controle, a positividade para RE teve frequéncia de 80%, expressando-se em histiocitos com
marcacao citoplasmatica difusa e em algumas dessas células com marcagdo intensa para-nuclear.
Apesar de termos encontrado poucos trabalhos relacionados a expressao de RE em linfomas, os
estudos mostram que a perda de expressdo estd relacionada a alteracdo nos mecanismos
reguladores da apoptose. O17p-estradiol aumenta a expressao de proto-oncogenes nucleares (c-
myc, c-fos, c-jun) que podem estimular a proliferagdo celular, podendo agir rapidamente nas
células-alvo.(CUTOLO, 1995) Em células B o estrogénio tem fun¢do de mediador dos efeitos

anti-apoptoticos através da regulacdo da BCL-2 (SKIBOLA, 2005).
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A inativagdo da expressdo do gene de RE estd associada a metilagdo de ilhas CpG
(ISSA, 1996). As ilhas CpG sao regides promotoras dos genes, ricas em dinucleotideos citosina-
guanina (CpG). As alteragdes de metilagio do DNA possuem um papel central no
desenvolvimento e na progressdo de varios canceres humanos, estando associada a repressao
transcricional de varios genes que atuam como controladores negativos do crescimento e
desenvolvimento tumoral. Essas alteragdes sdo consideradas epigenéticas porque alteram a
constitui¢do quimica do DNA, mas nao diretamente a sequéncia de nucleotideos (RAINHO et al,
2004). No estudo de ISSA et al (1996), em tecido hematopoiético normal foi encontrada minima
metilacdo das ilhas CpG do gene RE (1 a 9%). Nas leucemias agudas examinadas, todas
apresentaram extensa metilagdo do gene RE, além da mesma alteragdo ter sido encontrada em
50% dos casos de LMC em fase cronica, 100% dos casos de LMC em crise blastica e 60% dos
linfomas. Nao foi encontrada correlagdao dessas alteragdes com outras variaveis como idade dos

pacientes, sexo ou subtipo histoldgico. O achado de metilagdo serviu inclusive como marcador de

risco de recaida em pacientes que estavam em remissao completa no momento do exame.

O que encontramos na amostra examinada em casos de linfoma de Hodgkin, onde os
linfonodos nao neoplasicos expressam RE e as amostras tumorais foram negativas, estd em
concordancia com os achados de ndo expressdo do RE por metilacdo do gene nos estudos de

ISSA et al.

Foi utilizado no presente estudo o anticorpo para receptor de estrogénio a, que € o
unico disponivel comercialmente. O trabalho de SHIM et al (2006), que avaliou a expressao de
RE em tecidos hematopoiéticos utilizou anticorpo para REa e B separadamente nos diferentes
tipos de células e encontrou expressdo de RE nuclear e citoplasmatica em linfocitos periféricos,

tecido amigdaliano, esplénico medula 6ssea e células RS e de linfoma de Burkitt em cultura.
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Houve também expressao de REP em linfocitos € mondcitos que infiltravam tecido tumoral em
amostras de cancer de mama. Também houve marcagdo intensa de neutrofilos (nuclear e
citoplasmatica). O REa foi encontrado apenas nos linfécitos do centro germinativo de tecido
amigdaliano inflamado, com marcagdo citoplasmatica, ndo se expressando na zona do manto,
nem nos demais tecidos linfoides. Os autores ndo revelaram no estudo onde obtiveram o

marcador para REP.

Um outro estudo feito com citometria de fluxo de células B de murinos mostrou que
ha expressdo de REPB em todos os estagios de desenvolvimento da célula B. O REa foi detectado
em células pro-B e pré-B e células B imaturas da medula o6ssea, células B transicionais e
maduras, além de células B do centro germinativo do baco (GRIMALDI et al, 2002). Nao
sabemos se a auséncia de expressdo de REa nos casos de linfoma de Hodgkin da amostra em
estudo estd relacionada a perda de funcdo do receptor por metilagdo do gene ou se as células

tumorais expressam somente REP.

Ainda causa curiosidade o fato de as células eosinofilicas em volta das células
tumorais e nos linfonodos benignos expressarem persistentemente RE em sua membrana, com
marcacgao intensa. Sao células reacionais, ndo neoplasicas, ndo marcam para p53. A possibilidade
de ser marcacao inespecifica para mieloperoxidase ¢ remota, pois nao houve marcagdao da mesma
amostra no estudo de p53. Num estudo em cultura de células foi evidenciado receptor de
estrogénio membranar (WATSON et al,1995). H4 evidéncias de que este receptor membranar
tem mecanismos de ag¢do e vias de sinalizagdo diferentes dos receptores nucleares. Seriam
necessarios estudos para entender qual o papel dessas células em volta das células RS, se teriam
algum efeito modulador ou papel na patogenicidade do LH. Estudos mostram que no subtipo

esclerose nodular a eosinofilia esta relacionada a mau prognéstico (ENBLAD, 1993).
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O efeito do estrogénio no sistema imune comecou a ser estudado nas doencgas auto-
imunes, por sua predominancia em individuos do sexo feminino. O hormoénio pode melhorar
sintomas de algumas dessas doencas e agravar outras. Muitas teorias tem sido propostas, para
explicar os efeitos contraditorios do estrogénio no sistema imune, acreditando-se que o mesmo
tenha uma ac¢do bifasica, diferente se o estimulo ¢ feito com altos niveis de hormdnio ou com
baixos niveis. Sua funcdo ¢ mediada pelos receptores, que diferem nos tipos o e B e sua
localizacao nuclear, golgiana ou membranar, mas ainda nao esta elucidado o papel dos receptores
em cada situacdo e nos diferentes tipos de células do organismo, especialmente nos diferentes

tipos celulares do tecido linfoide.

Os estrogénios e androgénios podem suprimir linfopoiese na medula 6ssea e parece
que o estrogénio tem um papel na inducgdo de tolerancia imunolégica, sendo os linfocitos B auto-
reativos eliminados se estes apresentarem anticorpos contra antigenos proprios na medula ossea

(SHIM et al, 2006).

O cancer pode ser considerado uma doenga genética complexa que resulta de
alteragdes simultdneas em genes relacionados a proliferacdo, diferenciacdo e morte celular.
Atualmente, mais de duzentos genes com essas funcdes ja estdo identificados. O equilibrio entre
proliferacdo e morte celular ¢ mantido através de um complexo sistema de sinalizagdo intra e
extra-celular, que pode ser alterado por mecanismos genéticos ¢ ambientais.(NICOTERA et al,
2004). Em cancer de mama, fatores de risco ligados a influéncia dos hormonios sexuais incluem a
menarca precoce ¢ menopausa tardia, relacionadas a maior exposi¢do hormonal. Quanto a
reposicao hormonal em mulheres pds-menopausa, estudo prospectivo envolvendo mais de 16 mil
mulheres mostrou que aquelas que fizeram uso de estrogénio combinado a progestageno

apresentaram maior risco de desenvolver cancer de mama em relacdo as mulheres que receberam
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placebo. E outro estudo envolvendo mais de um milhdo de mulheres na pods-menopausa
demonstrou aumento do risco de cancer de mama naquelas que receberam terapia de reposi¢ao

hormonal (FOLGUEIRA e BRENTANI, 2004).

O receptor de estrogénio a tem sido amplamente pesquisado em cancer de mama e €
controle da proliferagdo e apoptose celular, como ciclina D1, TGFa, Bcl-2, telomerase e receptor
de progesterona. O receptor [ foi descrito mais recentemente ¢ pode estar expresso tanto em
tecido mamario normal quanto maligno e seu papel no ciclo celular ainda ndo estd totalmente

esclarecido.

Em avaliacdes imuno-histoquimicas de RE em amostras de cancer de mama, foi
observado expressao de REa, no centro germinativo de linfonodos infiltrados, pelo tumor e essas
células expressavam também CD21 e CD23, sendo classificadas como células dendriticas. O
estrogénio pode ter um papel determinante na formagdo do centro germinativo (SAPINO et al,

2003).

Algumas translocagdes frequentemente observadas em neoplasias hematologicas estdo
associadas com a ativagdo de oncogenes através da ativacgao transcricional de proto-oncogenes. O
gene do receptor de estrogénio estd localizado numa regido frequentemente alterada em
neoplasias hematologicas, o brago longo do cromossomo 6. Foi encontrada metilagdo do gene em
leucemias agudas, cronicas e linfomas, associada com supressao da transcricdo do RE, podendo

este ser um fator importante na patogénese das neoplasias hematologicas.

Atualmente, os individuos estdo expostos a um numero cada vez maior de substancias
que sdo ingeridas conscientemente ou inseridas nos alimentos das mais diversas formas,

especialmente os hormonios esterdides. Atencao especial deve ser dada as mulheres, pois os
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beneficios da terapia de reposi¢do hormonal e o uso prolongado de contraceptivos tém
consequéncias ainda ndo conhecidas na sua totalidade. O presente estudo ¢ apenas uma tentativa
inicial de entender onde os estrogénios podem se ligar aos seus receptores e interferir no controle
da proliferacao celular, para entdo estudarmos qual o seu papel na regulagdo do crescimento
tumoral e sua patogénese nos linfomas de Hodgkin. Outros estudos serdo necessarios,
pesquisando separadamente a expressao dos receptores de estrogénio a e 3, identificando cada
tipo celular capaz de expressa-los e como essas células interagem entre si, sejam elas reativas ou
tumorais e de que forma isso podera influenciar o tratamento ou o progndstico dos linfomas de

Hodgkin.
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6 CONCLUSAO

Ap6s a revisao dos registros clinicos, histo-patologicos e estudo imuno-histoquimico

para p53 e receptor de estrogénio a em 39 casos de linfoma de Hodgkin, conclui-se que:

1.

A incidéncia do linfoma de Hodgkin foi maior entre os 11 e os 40 anos, com pico de

incidéncia por volta dos 20 anos.

O subtipo histologico mais frequente foi de linfoma de Hodgkin classico esclerose

nodular, seguido do tipo celularidade mista.

A primeira manifestacao da doenga foi em linfonodo cervical em 59% dos casos.

A presenca de sintomas B no momento do diagnostico ocorreu em 56% dos casos.

A expressdo de CD15 foi positiva em 70,6% dos casos.

Houve expressao de p53 em 53% dos casos e no grupo controle em 10% .

Nao houve expressao de receptor de estrogénio a nas células RS.

Houve expressdo de receptor de estrogénio o em 80% dos casos de hiperplasia

linfonodal benigna, havendo marcagado de histidcitos, intensa em regido para-nuclear e

difusa citoplasmatica.

Houve expressao de receptor de estrogénio a no citoplasma de neutréfilos, tanto nas

amostras de linfoma de Hodgkin como nos linfonodos do grupo controle.
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ANEXO 1: PROTOCOLO DE PESQUISA

PROTOCOLO
INSTITUICAO: PRONT: FICHA N°:

NOME: IDADE: _ SEXO: COR:

EST. CIVIL: NATURAL: PROC: PROFISSAO:

1° SINTOMA: DATA: / / 1*>. CONSULTA:

LOCAL. 1° GANGLIO: DATA: /]

( ) FEBRE ( YPERDADEPESO () PRURIDO ( ) SUDORESE ( ) DOR ASS.ALCOOL
ANTECEDENTES:

VACINAS: SOROLOGIAS:

( ) TABAGISMO () ETILISMO ( ) DROGAS ( ) MONONUCLEOSE ( )RADIACAO( )TRANSFUSOES( )
TIPO HISTOLOGICO: ESTADIAMENTO CLINICO:
IMUNOFENOTIPAGEM:

( ) MEDIASTINO ( ) BACO ( ) FIGADO ( ) MEDULA OSSEA ( ) OUTROS:

TC: US: RX:

DATA DO ANAT. PATOL.:__ / / BLOCO:

TRATAMENTO:
( ) ABVD ( YESHAP ( )MOPP ( )DHAP ( )ICE ( ) DEXA-BEAM ( ) CMVA ( )MOPP-ABV

OUTROS:

RADIOTERAPITA:

RESULTADO: ( )RC ( )RP ( )SR ( )RECIDIVA DATA:

OBSERVACOES:

RESULTADOS DA PESQUISA:
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ANEXO 2: APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA PELO COMITE DE
ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL DO CANCER DO CEARA.

/
4 WHOSPITAL
: @ 7 DO CANCER
- Institute do Cdncer do Ceard
Fortaleze, 22 de setembro de ZUQS
A Investigador Principal

Dra. Madjane Barbosa

Levamos a0 seu conhecimento de V. Sa que o Comitd de Btica em Pesquisa do
Instituto do Cncer do Cears — CEP-ICC, em sug em sua reumfo de 22.09 2003, aprovon o
Projeto “EXPRESSAO DE P53 E RECEPTOR DE ESTROGENIO EM LINFOMA DE
HODGKIN™, de sua responsahilidade, na condigio de investigadora, apds ter sido 0 mesmo
=reciado por um dos membros deste Comit3 de Etica, merecendo aprovagdo.

Cordiais saudages,
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| ) Dr. Marcelo (_h‘-l.\r‘gtﬂ Carlos da Silva
Presidente do C_E P-HC-ICC

INSTITUICAO SEM FINS LUCRATIVOS - DECRETO N° 73346 - DE 20 DE DEZEMBRO DE 1973
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