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RESUMO

A associacao do Linfoma de Hodgkin Cléssico (LHc) com o virus de Epstein-Barr
(EBV) tem sido observada em vérios paises de diferentes condigdes socio - econdmicas.
Recentemente usando-se técnica de Imunohistoquimica (IHQ) e Hibridizagdo in situ (HIS)
por¢des virais foi encontrada exclusivamente nas células caracteristicas do Linfoma de
Hodgkin que sdo as chamadas células de Reed-Sternberg (RS) e suas variantes chamadas
c¢lulas Hodgkin (H). Empregando estas técnicas nosso trabalho foi realizado de modo a fazer
uma analise comparativa de uma amostra de 118 casos de origem do Ceara - Nordeste do
Brasil e de diferentes regides da Franca, sendo todos os pacientes de faixa etéria entre 18 e 64
anos de idade. Com o proposito de convencionar parametros para analise comparativa e
interpretacao de resultados buscou-se alguns trabalhos de pesquisadores cujo objetivo maior
era de avaliar o percentual dessa associagdo nos respectivos paises onde observou- se uma
escassez de trabalhos comparando dois ou mais paises. A prevaléncia do EBV em lesdes
nodais de 37 pacientes do nordeste brasileiro com Linfoma de Hodgkin classico foi
comparada com 33 pacientes franceses.Houve predomindncia em pacientes brasileiros do
sexo feminino (51,3%) e em pacientes franceses do sexo masculino (65,3%) sendo a média de
idade similar em ambos os grupos (34,8 anos).Dos subtipos histologicos a Esclerose Nodular
(EN) esteve presente em 23 casos brasileiros e em 29 franceses e Celularidade Mista (CM) em
11 brasileiros e 4 franceses. Deplecdo Linfocitaria (DL) e ndo classificados foram raros. O
LMP1 (Proteina de Membrana Latente) foi expresso nas células RS em 25 (67,5%) dos casos
brasileiros e em 10 (30,3%) dos franceses e o Epstein-Barr encoded RNA (EBER) foi
evidente em 75,6% de Brasil e 30,3% da Franga. A relagdo entre subtipo histologico e
detec¢do viral foi mais freqliente no subtipo Celularidade Mista. Deduz-se com esses
resultados que o EBV tenha uma maior participacao na patogénese do LH Classico nos casos
do Ceara que em pacientes oriundos da Franca.

Palavras - Chave: Linfoma de Hodgkin Classico, Virus Epstein-Barr,
imunohistoquimica, hibridizacao in situ



ABSTRACT

The prevalence of Epstein-Barr virus (EBV) detection in nodal lesions of 37
northeastern Brazilian patients (BR) with classical Hodgkin's lymphoma (CHL) was
compared to that of 33 French patients (FR). Seventy of 118 CHL cases were evaluated for
the EBV presence by immunohistochemistry using latent membrane protein (LMP-1)
antibody and by in situ hybridization method for Epstein-Barr virus latency associated RNA
(EBER). The disease was predominant in Brazilian females (51.3%), and in French males
(65.3%) and the median age of patients was similar in both groups (34.8 y). Of the
histological subtypes, nodular sclerosis (NS) was present in 23 BR and in 29 FR and mixed
cellularity (MC) in 11 BR and 04 FR. Lymphocytic depletion (LD) and unclassified lesions
(UL) were very few. LMP-1 was expressed in Reed Sternberg cells in 25 (67, 5%) BR and in
10 (30, 3%) FR; and the EBER was evident in 75, 6% of BR and in 30.3% of FR. The relation
between histological type and viral detection was more frequent in MC subtype. These
findings suggest that the association between EBV and CHL in northeastern Brazilian cases is
stronger than in French patients.

Keywords: Classical Hodgkin's lymphoma; Epstein-Barr virus; immunohistochemistry;
in situ hybridization.
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1 INTRODUCAO
1.1 O Linfoma de Hodgkin (LH)
a) Consideracoes Gerais:

Descrita pela primeira vez em 1832 pelo médico inglés Thomas Hodgkin (Figura
01), que a descreveu como uma doenca unica que acometia o sistema linfatico, sendo assim
criada uma nova doenca que viria a ser conhecida pelo seu nome alguns anos depois,
precisamente em 1865, quando Samuel Wilks a designou como Doenca de Hodgkin,

reconhecendo a importancia dessa patologia (BURKE, 1992)

Fig. 01- Sir Thomas Hodgkin (1798-1866) ,
médico inglés e primeiro a descrever o
Linfoma de Hodgkin.

Fonte: Cancer Research, v 26, capa 1966

Em 1872, Langhans fez a primeira descri¢ao microscopica da doenca.

Em 1898 e em 1902 o patologista austriaco Carl Sternberg e a médica americana
Dorothy Reed, respectivamente, descreveram a célula caracteristica do Linfoma de Hodgkin
(BURKE, 1992; POMPEMA, 1992) a entdo denominada célula de Reed-Sternberg (RS) que
apresenta caracteristicas neopldsicas com evidéncias de origem linféide B, sendo o termo
Linfoma de Hodgkin preferivel a Doenga de Hodgkin (JAFFE; HARRIS; STEIN, et al,
2001). Estas células representam uma fragdo minima de 1 a 2% da massa tumoral total

(BANKS, 1995; SUDEN et al;1987) e juntamente com suas formas variantes, chamadas de
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cé¢lulas Hodgkin (CH), associadas a fundo celular caracteristico constituido de células
inflamatorias ndo - neoplasicas e células acessorias, sdo necessarias ao diagnostico da

doenca.

Cerca de 90% dos casos da doenca primeiro se manifesta em linfonodos, sendo
aproximadamente 75% na regido cervical, 15% na regido axilar e 10% em regido inguinal
(ULTMANN; MORAN, 1973). A dissemina¢ao hematogénica e invasao vascular sdo eventos
raros assim como a manifestacao extranodal que ¢ quase restrita aos pacientes com Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). (BURKE, 1992; HERNDIER, et al., 1994; BACCHI,
et al., 1996). Esses pacientes tendem a apresentar estdgios avancados da doenca

(SCHOEPPEL; HOPPE RT; DORFMAN, et al, 1985).

A presenca de sintomas B em alguns pacientes forma um quadro constituido por
febre superior a 38°C por trés dias consecutivos, sudorese noturna e perda de peso
correspondente a aproximadamente 10% do peso corporal nos tltimos seis meses (LISTER;
CROWTHER; SUTELIFFE, et al, 1989 ). A etiologia desses sintomas permanece
inexplicada, apesar dos esforgos para elucida-lo, sendo a sua constatacdo importante para
caracterizar um prognéstico menos favoravel. A febre estd presente em aproximadamente

27% dos pacientes no momento do diagnéstico (BANKS, 1995).

A classificagdo da evolugdo da doenca levando em consideragdo o seu
estadiamento foi descrita por Ann Harbor, com modificagdo de Cotswolds, conforme o
Quadrol. A importancia do estadiamento refere-se principalmente ao progndstico como

também na orienta¢ao do esquema terapéutico.

Jandl, 1996 descreve um quadro mais grave de LH caracterizado por obstrucao da
veia cava superior ou compressdo subita da medula espinhal, assim como presenga de
sintomas diversos, como prurido generalizado, acompanhado de escoriagcdes que raramente
acontecem na auséncia de febre ou sudorese noturna que podem se manifestar sem alteragao
do prognostico. Aproximadamente 10% dos pacientes com LH referem dor nos linfonodos

comprometidos apds a ingestao de alcool sem valor prognostico.
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Intensa investigagdo em busca da origem da célula RS tem sido feita.
Inicialmente, postulou-se que pudessem ser o resultado da fusdo entre linfécitos e células
reticulares (Warner Apud Haluska, 994) ou mesmo entre linfécitos (SINKOVICS apud
HALUSKA, 1994). Posteriormente tais células tiveram sua origem relacionada a diferentes
tipos celulares, como macrofagos ou histidcitos, células reticulares interdigitantes, dendriticas
ou granuldcitos (HALUSKA, et al: 1994; SAID, 1992). Evidéncias de origem de células B
sao o relato da producao de antigenos especificos de linfécitos B como a cadeia J
(POPPEMA, 1992) e a tendéncia do LHPL variante nodular em progredir para LNH B difuso
de grandes células em até 10% dos casos (MENESTRINA, et al,1995). A infec¢do de células
RS pelo EBV reforca a teoria de origem B (HERNDIER, et al.,, 1994) Pesquisas mais
recentes baseadas em técnicas de imunofenotipagem e biologia molecular, apoiam a tese de
sua origem linféide B (WEISS, et al., 1987, SUNDEN, 1987; WRIGHT, et al.1994.;
HALUSKA, 1994; HUMMEL, et al., 1995; STEIN, 1997). Briauninger et al, 1999 em seu
trabalho sobre identifica¢do da célula precursora dos linfomas, onde ¢ feito um estudo de dois
casos de pacientes com linfoma composto através de tecidos congelados e micromanipulados,
concluiram ser a célula RS de origem provavel em célula B do centro germinativo. Mostraram
ainda através de estudos moleculares das células RS que essas células sdo uma populagdo
clonal de linfécito B com imunoglobulina mutada no gene da regido variavel (V genes). As
mutacgdes somaticas sdo introduzidas dentro do rearranjo V genes da célula B participando da

resposta imune dentro do centro germinativo transformado.



19

QUADRO 1 - Estagios clinicos dos Linfomas Hodgkin e ndo-Hodgkin (Classificacio de
Ann Arbor modificada por Cotswolds)

ESTAGIO DISTRIBUICAO DA DOENCA

I Comprometimento de uma Unica regido ganglionar (I) ou

comprometimento de um tUnico 6rgdo ou sitio extralinfatico

(Ip).

11 Comprometimento de duas ou mais regides ganglionares do
mesmo lado do diafragma isoladamente (II) ou com
comprometimento localizado de 6rgao ou tecido extralinfatico

contiguo (Il g).

I Comprometimento de regides ganglionares em ambos os lados
do diafragma (III), o que pode incluir o bago (III s) e/ou
comprometimento limitado de oOrgdo ou sitio extralinfatico

contiguo (Il g), (III gs).

v Focos multiplos ou disseminados de comprometimento de um
ou mais oOrgdos, tecidos extralinfaticos, com ou sem

comprometimento linfético.

* Todos os estagios sao ainda subdivididos na auséncia (A) ou presenca (B) dos sintomas B.
Fonte: DE CARBONE, P. T. et. al. Sympodsium (Ann Arbor): Staging in Hodgkin’s disease.
Cancer Res. 31:1707, 1971 (ROBBINS: 2000, p.570).

b) Estudo Morfolégico

Histologicamente a célula RS cléssica tem aproximadamente 20 a 50 micrOmetros
ou mais em didmetro, ou seja, ¢ uma cé¢lula grande, com as duas metades freqiientemente
parecendo imagens especulares, geralmente apresentam acentuada acidofilia, anfofilia ou
citoplasma ligeiramente basofilico, sendo o nicleo multilobado, bi ou multinucleado,

apresentando macronucléolos eosinofilicos semelhantes a inclusdes, em "olho de coruja"
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(Figura 2). Tipicamente a membrana nuclear mostra-se espessada e a cromatina ausente

em volta do nucléolo formando um halo perinucleolar.

Fig.2. Célula em “olho de coruja”

As células Hodgkin ou variantes da célula de Reed - Sternberg incluem as
mononucleares, a multilobada com nucleos polipdides semelhantes a pipoca ("pop-corn"),
propria do subtipo Predominancia Linfocitica e a variante lacunar, observada
predominantemente no subtipo Esclerose Nodular, onde apresentam ntcleo dobrado ou
multilobulado situado dentro de um espago claro criado pela retragdo do citoplasma durante o

processamento histologico.

A célula RS ¢ evidenciada em todos os tipos histoldgicos da doenca e atua como
um fator diferenciador do Linfoma de Hodgkin para os outros tipos de linfoma, onde no
primeiro aparece associada a fundo celular caracteristico. De tal forma, sua identificacdo ¢
essencial para o diagnostico histoldgico da doenga associado a contexto clinico compativel.
Células RS-like podem ser encontradas em algumas condigdes infecciosas e nas adenopatias
reacionais (ABREU, 996) como a mononucleose infecciosa (ADDIS & ISAACSON,1986;
BURKE, 1992) e neoplasicas tais como linfomas T, linfoma B rico em célula T, linfomas

anaplasicos , micose fungoide e nas adenopatias reacionais. (ABREU, 1996).

Célula de morfologia semelhante a RS foram também identificadas em linfonodos
de pacientes apresentando Leishmaniose visceral e tuberculose (FERREIRA & MENEZES,
1977). Dessa forma, para a confirma¢ao do diagndstico do LH a célula RS deve ser
considerada relacionada com o infiltrado celular ndo neoplasico, como linfécitos maduros,
plasmdcitos, histidcitos, eosinodfilos e polimorfonucleares, além da relativamente freqiiente

presenga de necrose.
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Em virtude de haver diferengas histologicas e relacionadas ao prognostico,
Jackson e Parker em 1947 propuseram a primeira classificagdo para o Linfoma de Hodgkin
onde distinguia- se trés subtipos assim classificados: sarcoma, paragranuloma e granuloma,

sendo este ultimo mais freqiiente.

Em 1966, Lukes, Butler e Hicks propuseram uma nova classificagdo para os
linfomas incluindo as formas Linfocitica e Histiocitica (LH) nodular e difusa, Esclerose

Nodular, Celularidade Mista e Fibrose difusa e reticular (BURKE, 1992; POPPEMA, 1992).

Em 1993, Lukes et al. Apud Eyre, a partir de um simposio internacional ocorrido
na cidade de Rye, em Nova lorque surgeriram uma classificagdo mais simplificada dos
grupos de Lukes e Butler onde foram criados os quatro grupos histologicos a seguir:
Predominancia Linfocitica (DHPL) abrangendo as formas linfocitica e histiocitica nodular e
difusa, Celularidade Mista (DHCM), Esclerose Nodular (DHEN) e Depleg¢ao Linfocitaria

(DHDL), envolvendo as antigas variantes reticular e difusa.

Em 1994, o "International Lymphoma Study Group " publicou a classificagao
REAL (Revised European- American Classification of Lymphoid Neoplasma) e pela
primeira vez incluiu-se o LH juntamente com o Linfoma nao- Hodgkin (LNH) com distingao
de dois grupos : Forma nao Classica (Predominancia Linfocitica Nodular) e a forma Cléssica.
Em relacdo a classificacdo de Rye, apresenta a adicdo de uma nova categoria que ¢ a forma

Classica rica em linfécitos (LHCRL). (CHAN, 2001).

O Linfoma de Hodgkin Cléssico inclui as variedades Esclerose Nodular (EN) e
Celularidade Mista (CM), Deplecao Linfocitaria DL ) e forma cléssica rica em linfocitos
(FCRL) mostrando grandes células neoplasticas com tipico imunofendtipo de células RS
representados da seguinte forma: (CD 30 +, CD 15 +, CD20 -/+). (CHAN, 2002) Os linfocitos
de fundo sdo policlonais e predominantemente de imunofenotipo T além de ocasional
positividade para vimentina interpretada como indicador de crescimento neoplasico ou a

integracdo do EBV com expressdo de LMP-1(latent membrane protein) (ABREU, 1996).

Uma nova classificagdo para os tumores linféides foi recentemente elaborada

sendo um projeto da Sociedade de  Hematopatologia e Associacdo FEuropé¢ia de
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Hematopatologistas sob o patrocinio da Organiza¢do Mundial de Satde (OMS). Relacionado
ao Linfoma de Hodgkin ndo h4d nenhuma mudanga significativa da classificacdo REAL,
exceto pelo fato do Linfoma de Hodgkin Cléassico Rico em Linfocito (LHcRL) ser
considerado uma categoria definitiva em vez de entidade proviséria como classificado
anteriormente. No passado casos de LHcRL foram freqlientemente diagnosticados como
LHPL, sendo outros como dos tipos celularidade mista e esclerose nodular. Hoje, evidéncias

indicam que existem diferencas moleculares entre LHPLN e LHc ( CHAN, 2001).

Classificagdo de Rye Nova classificagado WHO/ REAL
Doenca de Hodgkin Linfoma de Hodgkin
Predominancia linfocitaria Predominancia linfocitica nodular

Rico em linfocitos

Doencga de Hodgkin

A 4

Celularidade mista

Celularidade mista

Doenca de Hodgkin

Esclerose nodular ~, Esclerose Nodular

Doenca de Hodgkin
Deplecao linfocitica

A 4

Deplecao linfocitaria

Grafico 1: Comparacao das Classificagdes REAL e Rye
FONTE: Hematol Oncol: 2001; 19:129-150.

O subtipo Esclerose Nodular (LHEN) é o mais freqiiente nos paises desenvolvidos
em adultos, constituindo aproximadamente 60 % dos casos, sendo mais comum em mulheres
e adultos jovens, envolvendo linfonodos cervicais, supraclaviculares e mediastinais, com
excelente prognostico. Morfologicamente caracteriza-se pela presenca de nddulos
circunscritos, mais ou menos bem delimitados por colageno, birrefringente, quando
examinado a luz polarizada e pela presenca da variante lacunar da célula RS. A fibrose pode

ser escassa ou abundante e as células neoplésicas sdo observadas numa base de pequenos
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linfocitos T, eosindfilos, plasmdcitos e macrofagos. Focos de necrose podem estar presente ,
assim como as chamadas "células mumias" (degeneradas ou mortas) (BURKE, 1992;
FERRY, et al., 1993). Alguns pacientes apresentam-se no estagio Il da doenca e os sintomas

B sdo vistos em aproximadamente 40% dos casos.

O subtipo Celularidade Mista (LHCM) esta freqiientemente mais associado a
sintomas B. Estudos mostraram que € o subtipo predominante em regides subdesenvolvidas
(CHANG et al., 1993; GAD - EL- MAWLA, et al., 1983; LEVY, 1988) incluindo o Ceara (
FERREIRA et al., 1977; PITOMBEIRA et al.,1987) sendo responsavel por apenas 25% dos
casos nos Estados Unidos da América (E.U.A.) e sendo mais comum em homens. Estudos
feitos por Abreu, et al., (1996) demonstraram que em criancas ¢ adolescentes no estado do
Ceara, a forma CM ¢ predominante correspondendo a 64,70%. Tal subtipo ¢ caracterizado por
células RS, espalhadas em fundo celular inflamatorio misto, o qual apaga a arquitetura
linfonodal embora possa ser evidenciado padrio de crescimento interfolicular. Fibrose
intersticial pode estar presente, ndo sendo vistas bandas largas de coldgeno como no tipo
Esclerose Nodular. Nesse tipo os sintomas B sdo freqiientes e a doenga pode se expressar nos

estagios Il ou IV.

Linfoma de Hodgkin Classico Rico em Linfécitos ¢ um subtipo, caracterizado por
escassas células RS espalhadas ou em nodulos, associado a fundo celular difuso mostrando
uma abundancia de pequenos linfocitos, auséncia dos tipos celulares neutrdfilos e eosindfilos
e de bandas de colageno como aquelas encontradas no subtipo Esclerose Nodular (HARRIS,
et al. 1994; ANAGNOSTOPOULOS, et al. 2000; ASLRTON-KEY, et al.1995; LUKES;
BUTTLER, 1966).

O Linfoma de Hodgkin do tipo Deplecao Linfocitaria ocorre em aproximadamente
5% dos casos apresentando as subcategorias (BARGU, et al.1997) fibrose difusa e reticular,
ambas de ocorréncia rara, sendo que na primeira ocorre perda da arquitetura e a capsula
permanece intacta. A incidéncia tem diminuido nos ultimos anos com alguns estudos
mostrando casos antes descritos como LHDL sendo agora reclassificados como Linfoma
Nao—Hodgkin (KANT, et al. 1986). A média de idade ¢ semelhante aos outros LHC, sendo

de aproximadamente 37 anos com 75 % dos pacientes sendo do sexo masculino. Esse subtipo
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estd muito associado com infec¢do pelo HIV. Aproximadamente 70% estdo associados com

estagios avangados e 80% com sintomas B (NEIMAN; ROSEN; LUKES, 1973).

b) Fenoétipo

Segundo Stein Apud Haluska, 1994, 85% dos casos de DHCM e DHEN
expressam o antigeno Ki-1 (CD 30). Este antigeno reconhece uma proteina associada a
ativacdo que ¢ um membro do fator de necrose tumoral/ superfamilia de receptores de fator de
crescimento neural. Sua colora¢do pode ser membranar ou paranuclear ou ambas. O CD 30 ¢
positivo nas células de Reed Sternberg em aproximadamente 90% dos casos de Linfoma de
Hodgkin Cléssico(SCHMID C, PAN L, DISS T, et al,1991; ENBLAD G,SUNDSTRON C,
GLIMERLIUS B,1993; HALL P.A .DARDENNE A .J. STANSFELD A.G.,1988). E
expresso primariamente em linfécitos podendo ser encontrado ocasionalmente em
macrdofagos. O CD 30 pode ser encontrado também em linfomas nao-Hodgkin de células T:
linfadenopatia angioimunoblastica, , papulose linfomatéide e o Linfoma Anaplésico de

Grandes Células (LAGC) (LEITE,LP: 1998).

O grupo de anticorpos Leu-M1 (CD 15) reage contra um X hapteno presente em
neutr6filos maduros, alguns mondcitos e um grupo de células T (ARBER, et al, 1993). Banks
(1995) descreve sua reatividade também para linfocitos T ativados, células infectadas por
citomegalovirus que podem ser confundidas com células Hodgkin, e células ndo pertencentes
a linhagem linfoide. Sua coloragdo pode ser membranar, paranuclear, citoplasmatica ou em
alguns casos uma combinagdo de ambos. A reatividade ao CD15 ndo estd limitada a células
hematolinféides sendo que uma ampla variedade de tumores epiteliais podem ser CD15
positiva, particularmente os adenocarcinomas (acima de 60%) (SHEIBANIK, et al, 1996). O
Linfoma de Hodgkin Classico (LHc) apresenta uma positividade alta das células RS para o
CD 15 (de 82 a 89%) (Tabela 1) (ARBER; WEISS, 1993; AGNARSONB; KADIN, 1989;
ENBLAD, et al. 1993; CHITTAL, et al. 1988; HALL; D’ARDENE; STANSFELD,1988;
MEDEIROQOS, et al. 1988; PINKUS, et al. 1985; REE, et al. 1989). Em contraste menos de
10% dos casos de Linfoma de Hodgkin Predominancia Nodular (Nao Classico) expressam

CD 15 (ARBER; WEISSL, 1993).
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Alguns autores dentre eles Haluska, et al (1994) relataram que em mais de 40%
dos casos de LH na forma classica observa-se positividade para os antigenos pan-T
CD2(LFA-2) e CD3 (PICKER; BRENNER; MICHIE, 1988) ou CD4, antigeno presente em
células T helper. Varios outros antigenos, apesar de inespecificos para LH também podem ser
expressos pela célula RS como o receptor para interleucina 2 (IL-2) (CD 25), do OKT9

(CD71 - receptor para transferrina), do Ki-67( marcador de proliferagdo celular.

A forma ndo - classica do LH distingue-se da forma classica pela expressao
homogénea do antigeno pan-B (CD20) inclusive com rearranjo de Ig demonstrado pela
biologia molecular. Habitualmente expressa outros antigenos como o Antigeno Leucocitario
Comum (CD 45) e o Antigeno Epitelial de Membrana (EMA).( ARBER et al, 1993;
BEARMAN et al, 1978;BORING et al, 1993;CHANG et al,1993). Em contraste com as
células de Hodgkin as células L&H sdo positivas para Antigeno Leucocitario Comum (LCA-
CD 45). Raramente expressam marcadores de linhagem T (CHU et al, 2000). Alguns
trabalhos mencionam positividade para os antigenos CD30 ou CD15 (ARBER et al, 1993;
GROGAN et al,1982; CHU et al, 2000).

Tabela 01 - Expressao de CD15 e CD30 em Linfoma de Hodgkin Classico (LHc)

Positivo/Total de casos/Percentual

Subtipos de LHc CD15* CD 30+
LHEN 501/566(89%) 318/361(88%)
LHCM 330/387(85%) 257/281(91%)
LHDL 60/68(82%) 27/31(87%)
Outros 37/47(82%) 40/45(89%)

*Dado de referéncia :ARBER DA,WEISS L: CD 15: A review. Appl Immunohistochem 1:17-30,1993.
+Dado de referéncia: CHANG KL,ARBER DA,WEISS LM:CD30:A review. Appl Immunohistochem 1:244-255,1993.

Linfoma de Hodgkin Classico estd associada com hiperexpressao e padrao
anormal de citocinas e quimiocinas e/ou seus receptores em células RS. Essas células podem
expressar uma variedade de citocinas e quimiocinas incluindo interleucinas-2 (IL-2), IL-5, IL-

6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-13 e receptor de IL-13, fator estimulador de colonia de granulécitos-
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macrofagos , lymphotoxinna-a, fator 8 de crescimento de transformacdo (TGF-8), eotaxina e
quimiocina TARC. A expressdo de quimiocinas e citocinas anormais provavelmente explica

abundante mistura de células inflamatérias presentes.

"

Cabanallis apud Banks, 1995 identificou o mais comum " ponto de quebra"
(11923,14932,6q11-21 e 8q22-24), semelhantes aos observados em outros linfomas,
reforgando a hipotese da origem linféoide para o LH citando também a presenca de
translocacdo t(14;18) (q32,921), tipica dos linfomas foliculares de células B. Contran,
1994,descreve esta translocacdo como responsavel pelo hiperexpressdao de bcl-2 (oncogene
responsavel pela inibi¢do da apoptose celular). Alguns estudos indicam a alta incidéncia de
anormalidades estruturais envolvendo regides cromossomais 12p11-13, 13p11-13, 3q68-28,

6q15-16 e 7q31-35 (TILY; BASTARD; DELASTRE, et al., 1991).

1.2 O virus Epstein- Barr (EBV)

O EBYV foi o primeiro dos Herpesvirus a ser descoberto no inicio do século XX,
mas pouca importancia lhe foi dada, pela nocdo de que era o agente responsavel por apenas
doencas infantis simples e autolimitadas. Um virus pertencente a familia Hespesviridae que
hoje desperta grande interesse pelo fato de produzir infec¢des cronicas e induzir proliferacao
celular e cancer (Khanna et al.,, 1995; Kieff, 1996) sendo o agente etiolégico da
Mononucleose Infecciosa (MI) (Henle; Henle, 1979) e tendo sido descrito sua associagdo com
Linfoma de Burkitt (Epstein, 1964), carcinoma nasofaringeo (Tarr K, 1989), secundariamente
em proliferacao de célula B em pacientes imunossuprimidos (Purtilo, 1981) e numa variedade

de outras condigdes.

O Linfoma de Burkitt (LB) constitui a primeira patologia a apresentar uma
associagdo significativa com o EBV estando diretamente relacionado com as suspeitas a
respeito de uma possivel participagdo de agente infeccioso transmitido por insetos, devido a
sua relagao com as condigdes climaticas. Em 1964, o patologista inglés Sir Anthony Epstein
demonstrou particulas virais em linfoblastos cultivados a partir de tecidos de linfoma de
Burkitt (EPSTEIN, et al.1964). Posteriormente pesquisas soroldgicas comprovaram a
assossiacao do EBV ao Linfoma de Burkitt africano e também ao carcinoma nasofaringeo de

certas populagdes orientais. (OLD, et al. 1966).
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O EBV transforma células B eficientemente in vitro conduzindo o
estabelecimento de linhagem celular linfoblastdide. Nessas células todos os genes ocultos até
entdo, sdo expressos ¢ dados atuais sugerem que a expressao de EBNAI, 2, 3A, 3C,LP ¢
LMP1 seja critica ou essencial para a imortalizacao.(KIEFF E, 1996) . O EBV foi implicado
no desenvolvimento de doengas linféides severas. Recentemente foi reportada a detecg¢do de
células livres do seu DNA em soro ou plasma de pacientes com doencgas associadas ao EBV,
num estudo com abordagem principalmente qualitativa e com poucos dados quantitativos.
Este estudo descreve uma mudancga temporaria de niveis do DNA viral em soro ou plasma de
pacientes com doencas associadas ao EBV durante terapia usando PCR em tempo real. A
intima correlacdo entre esses niveis e a resposta terapéutica foi observada (LEI ;CHAN;

CHAN; JOHNSON, LO YM, 2001).

Pela terceira década de vida mais de 80% das pessoas saudaveis sdo infectadas. A
infeccdo primaria ¢ usualmente assintomatica, mas quando a infec¢do ¢ retardada até a
adolescéncia, como ¢ freqiiente nos paises desenvolvidos, o EBV causa Mononucleose
Infecciosa em aproximadamente 50% dos casos. Como outros membros da familia
herpesvirus, EBV estabelece uma infec¢ao persistente no hospedeiro. (RICKINSON, KIEFF,
1996). Em individuos saudaveis entre 1 e 50 de 10 ¢ células B sdo infectadas(KHAN et
al,1996) e o reservatério da infeccdo pelo EBV acredita-se residir no compartimento de

células B de memoria. (BABCOCK et al,1998).

A infeccdo pelo EBV tém inicio no epitélio da orofaringe, sendo necessario uma
molécula receptora especifica, o CD 21, para a infeccio dos linfocitos B , estando os
mecanismos deste processo ainda ndo estabelecidos. O complexo gp 350/220 do envelope
viral adere ao CD 21 e medeia a penetracdo viral. A gp 220 resulta da fragmentacdo de gp
350. Nao foram detectados receptores para o EBV em células epiteliais normais e in vitro sua
expressao tem sido inconsistente. Transito linfocitario através do epitélio e células dendriticas
sdo hipoteses sugeridas; dissemingdo in vitro do EBV via fusdo celular epitelial tem sido
demonstrada ( LIEBOWITZ & KIEFF: 1993). Sabe-se hoje que os Herpesvirus sdo capazes
de laténcia, estdo altamente disseminados na natureza incluindo nas populagdes mais remotas,
existindo pelo menos um representante para cada espécie animal. Dos cerca de 100 virus
caracterizados, 9 foram isolados do homem: Virus Herpes Simples 1 (HSV-1), Virus Herpes

Simples 2 (HSV-2), Citomegalovirus ( CMV), Virus Varicela- Zoster ( VZV) , Virus de
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Epstein- Barr (EBV) designados por EBV-1 e EBV-2 , os Herpesvirus Humanos 6 ¢ 7 (HHV-
6 ¢ 7) (ROINZMAN; WHITLEY; LOPEZ, 1993) o Herpesvirus Humano 8 ( associado ao
sarcoma de Kaposi) (GAO, et al.,, 1966) e o Herpesvirus B ( comum em simios)
(STRAUSS,SE: 1995). O EBV —1 ¢ o tipo mais encontrado no ocidente enquanto na Africa
observam-se os tipos 1 e 2. Na orofaringe de individuos ocidentais, entretanto pode-se
detectar os dois tipos, porém ¢ infreqliente a presenca do EBV- 2 no sangue periférico. Ja na
Africa, o EBV-2 ¢ detectado em aproximadamente metade dos linfocitos B. A dificuldade em
se encontrar a espécie EBV-2 no sangue periférico de individuos ocidentais saudaveis talvez
decorra de menor gravidade deste subtipo refletindo-se em incapacidade para infectar os

linfocitos sangiiineos (KHANNA, et al., 1995; KIEFF, 1996).

Existem duas formas de infeccdo pelo EBV, latente e litica. A infeccao litica esta
associada com a produgdo de particulas virais e morte da célula hospedeira, ja a infecgao
latente envolve a persisténcia viral e expressdo de um grupo restrito de genes virais que
incluem os seis EBNAs (Epstein - Barr nuclear antigen), (EBNA 1, 2, 3A, 3B, 3C, e LP) e
trés LMP (latent membrane protein do EBV), (LMP 1, 2A e 2B); em adi¢do a duas pequenas
moléculas de RNA nao poliadenilados, o EBER, que ¢ expresso em altos niveis (JARRET &
MACKENZIE: 1999). Geralmente o EBV ndo se replica nos linfécitos (ciclo litico), mas
estabelece a infeccdo latente quer em forma integrada quer em forma epissomal, conferindo

imortalidade a célula (SCHOOLEY, 1995; KRIPALANI-JOSHI, 1994).

O EBV foi o primeiro virus a ter seu genoma completamente sequenciado. O
genoma viral ¢ uma molécula linear de DNA, com dupla fita, de 172 kb, composta por 60%
de guanina e citosina codificando cerca de 80 proteinas. O virion mede de 180 a 200 nm ao

microscopio eletronico (LIEBOWITZ & KIEFF, 1993; SCHOOLEY, 1995).

Semelhante a outros herpesvirus, o EBV tem o seu genoma envolvido por uma
capsula protéica icosaédrica (capsideo), formada por 162 capsometros e envolvido
externamente por um envoltdrio viral constituido de proteinas, lipidios e uma glicoproteina
que o diferencia dos outros herpesvirus. As proteinas virais que formam o tegumento situam-

se entre o nucleocapsideo (genoma + capsideo) e o envelope viral.
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Os genomas dos tipos EBV-1 ¢ EBV-2 sdo idénticos, exceto pelos genes que
codificam as proteinas nucleares ( EBNAs) e RNAs, conhecidos por EBERs (EBV encoded
RNAs). Estes genes sao produzidos durante a infecgdo latente. A seqiiéncia de aminoacidos
das proteinas nucleares EBNA2, EBNA3, EBNA4 ¢ EBNA6 do EBV-1 diferem das do EBV-
2 numa percentagem que varia de 16 a 47%. Poucas diferengas sdo encontradas na EBNA-5,
pois a mesma ¢ codificada por repeticdes de exons verificadas em ambos os subtipos. As
diferencas entre os genes dos dois subtipos que codificam EBER ndo sao bem conhecidas,
porém suficientes para estabelecer diferentes espécies. Ja as diferencas entre os genes que
codificam as proteinas latentes da membrana (LMP1 e 2) s3o minimas e ndo apresentam

significado biologico ( KHANNA R. et al.,1995; KIEFF,E.1966).

Os genes EBNA e LMP codificam proteinas nucleares ¢ de membrana
respectivamente. EBNA-1 tem seqiliéncias repetidas em varios pontos do DNA celular,
indicando que pelo menos parte dele possa ter origem no DNA humano. EBNA 2 ¢ LMP 1
induzem a expressdo de varios antigenos de ativacdo do linfocito B. LMP 1 também afeta o
crescimento das células epiteliais, em parte , evitando a apoptose sendo também importantes
imunologicamente, como alvo da resposta T citotdéxica aos linfocitos B infectados

(LIEBOWITZ & KIEFF: 1993; LIEBOWITZ: 1995).

Outros gens, como o BZLF1, o BHRF1 e o BCRF1, todos expressos durante a
infeccdo litica, manifestam homologia com genes celulares, e ndo sdo observados em outros
herpesvirus. O BZLF1 estd relacionado com os gens jun/fos, que sao ativadores da
transcrigao; gene BHRF1 guarda semelhanca com o gene bcl-2, regulador da apoptose e o
BCRFI1 ¢ semelhante ao gen que codifica a citocina IL-10, que tem efeito supressor sobre a

resposta imunologica celular. (MURRAY, et al.:1992; KHANNA et al.: 1995; KIEFF, 1996).

EBNAL1, uma proteina envolvedora do DNA ¢ essencial para a replicacao viral
durante a laténcia e manutencdo do genoma viral no episoma. Em adi¢ao, modelo de animal

transgénico sugere que essa proteina tem propriedades oncogénicas (WILSON JB: 1992).

EBNAZ2 ¢ um "transativador" de genes celulares, incluindo CD3, CD 21 e c-

fgr e genes virais incluindo LMP 1.



30

LMP 1 comporta-se como um ativador da molécula CD 40 e esta proteina viral
tem sido mostrado como sendo oncogénica em ensaios cldssicos de transformacgado.
Semelhante a0 EBNA 2, a expressao de LMP1 induz alguns genes celulares, incluindo CD
23, CD 39, CD 40 , MHC de classe II e moléculas de adesdo celular semelhantes a LFA- 1,
LFA- 2, e ICAM- 1 (KIEFF,1996). A expressao de LMP1 pode proteger as células B de
apoptose e seu efeito imediato ¢ de inducao de bcl-2 (HENDERSON S:1991).

Eliopoulos, et al. (2002), define LMP 1 como proteina pleotrdpica cuja atividade
inclui transformacdo em células no fenotipo, crescimento e grau de sobrevivéncia. A
habilidade de LMP1 para intermediar alguns desses fendmenos pode ser atribuida a ativagao
do fator de transcricdo NF- kappaB. LMP 1 promove a ativagdo de NF-kappa embora o
recrutamento da proteina adaptadora TRAF-2 e a formagdo de um complexo multiproteico

dinamico inclua a NF-kappaBquinase, a IkappaBquinase e seus alvos.

1.3 Associac¢ido do EBV com LH

O virus de Epstein-Barr (EBV) tem sido implicado na etiologia de um grande
numero de doencas. Evidéncias indiretas como a regressao parcial do LH em pacientes com
infeccdo comprovada sorologicamente e tratados com aciclovir sempre apontaram para essa

associacdo (BERILD, et al.,1984).

MACMAHON (1966) foi o primeiro a descrever a bimodalidade na incidéncia do
LH, considerando-a uma patologia heterogénea e tornando a hipotese da natureza infecciosa
mais evidente onde diante de achados como predominancia do sexo masculino, ocorréncia de
uma maior numero de casos em aglomerados populacionais, incidéncia familiar, padrao
histologico, pico bimodal e prognosticos diversos considerou a existéncia de trés subgrupos
de doentes com base na idade do diagnostico e estendendo o modelo para incluir o estudo do
EBV. A primeira entidade ¢ associada ao EBV, tem um pico de incidéncia em criangas com
idade inferior a 10 anos de idade crescente até a idade limite de 15 anos, sendo de 85% dos
casos do sexo masculino ¢ principalmente do tipo LHCM, em paises com condigdes socio-
econdmicas menos favoravel. A segunda entidade envolve, predominantemente, idosos
estando também associada ao EBV, sendo o subtipo LHCM predominante assim como o sexo

masculino e mostra menos variagao geografica. Nesse grupo a doenga ¢ claramente tumoral.
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O terceiro grupo envolve os casos de adultos jovens entre 15 e 34 anos, com os individuos
apresentando elevado padrdo socio-economico e ndo associada ao EBV e usualmente do tipo

LHEN afetando ambos os sexos igualmente.

—
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Grafico 1 : Modelo de trés linhas para LH

Fonte: Seminars in Hematology, vol 36,No3( July),1999:pp 260-269.
Epstein Barr Virus and other Candidate Viruses in the Pathogenesis of Hodgkin disease. Ruth F.
Jarrett and Jane Mackenzie.

O modelo dos trés grupos de LH explica que magnitude de cada entidade ¢
variavel, assim, em paises em desenvolvimento havera uma maior propor¢do de casos do
grupo 1, e uma propor¢ao menor de casos do grupo 3, comparados com paises desenvolvidos.
Dados recentes sugerem uma quarta entidade associada ao EBV, o qual responde por um pico
na faixa etaria de adulto jovem e ¢ relacionado a infeccdo tardia pelo EBV. Assim, paises com
um pico no adulto jovem (como os Estados Unidos e Reino Unido) tera uma propor¢ao global
mais baixa de EBV HRS+ que paises com uma incidéncia mais alta de LH em infancia (como
no Peru). Esta afirmativa ¢ consistente com a maioria dos resultados de trabalhos disponiveis

(MACMAHON B, 1966; QUINTANILLA-MARTINEZ L et al, 1994).

As diferencas nas taxas de associa¢do ao EBV sdo bastante relacionadas ao subtipo

histoldgico, a idade e ao grupo étnico (CARBONE, et al, 1993). Em particular, hispanicos
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apresentam LH mais provavelmente associado ao EBV. Na sindrome de imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) a taxa de incidéncia para LH ¢ aumentada 7,6 vezes e a sua ocorréncia neste
contexto universalmente associada ao EBV. Apds transplante e em pacientes com
imunodeficiéncias congénitas ocorre um risco aumentado de LH sendo essa também

associada ao EBV.

Para tentar explicar a bimodalidade, MacMahon propds que o LH resultaria de
dois mecanismos distintos. Uma forma observada entre adultos jovens que seria causada por
um agente biologico de baixa infectividade e outra encontrada entre idosos que teria uma

génese semelhante aos outros linfomas.

Levine et al (1971), detectaram titulos de anticorpos anti -EBV significativamente
mais elevados em pacientes com LH ( 1:367) que naqueles com outros linfomas (1:132) e nos

controles normais (1:190) confirmando a hipotese de MacMahon.

O envolvimento do EBV na patogénese do LH, tém sido enfatizado desde 1970
quando evidéncias baseadas na epidemiologia sugeriram a sua existéncia em pacientes com
LH que apresentavam altos titulos de anticorpos contra o seu antigeno (JOHANSSON, 1970;
MUELLER, et al. 1989).

Um pequeno percentual desses pacientes ¢ soronegativo para o EBV e o seu papel
na linfomagénese da doenca permanece obscuro, entretanto Hibridizacdo Southern Blot
demonstrou que o DNA do EBYV esta presente em mais de 25% das bidpsias de LH (WEISS
L. et al., 1987; 1989). Na América do Norte e Europa Ocidental os casos de LH associados
ao EBV variaram entre 26% e 50% (HERBST, et al,1992) sendo que a taxa de positividade
para Linfoma de Hodgkin Celularidade Mista (LHCM) variou de 32 a 96%, com muitos
estudos informando taxas de 50%.(PALLENSEN, et al.,1991) contrastando com os casos de
Linfoma de Hodgkin Esclerose Nodular (LHEN) onde essa propor¢ao ¢ muito mais baixa
variando de 10% a 50%.(CARBONE, et al., 1993, MURRAY,1992) concluindo-se que a
positividade estar claramente associada ao subtipo histologico. Quase todos os estudos
demonstraram que os casos de LHCM estao mais provavelmente associadas ao EBV que os

casos LHEN (BROUSSET, et al., 1993).
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Wright, et al. (1991) através de andlise de amostras por Reacdo Cadeia de

Polimerase (PCR) mostrou o DNA viral em alta propor¢ado de casos, variando entre 60 e 80%.

EBV tem sido detectado em células diagnosticas de LH por sondas de DNA em
hibridizag¢ao in situ (HIS) (BROUSSET, et al.1991; WEISS, et al, 1991, DELSOL, et al,
1992) ou por imunohistoquimica (IHC) com o uso de anticorpo monoclonal contra a sua
proteina (PALLESEN, et al., 1991). A aplicagdo de técnicas padrdo de imunohistoquimica
para a descoberta de virus herpes ¢ complicada pelo ciclo litico e fase latente do ciclo de vida
viral. A propor¢do da deteccdo viral ¢ dependente da sensibilidade da técnica utilizada e do
modo de processamento do tecido. HIS usando sonda de DNA nao- isotopica BamHI W em
tecido de LH embebido em parafina estabeleceu uma baixa incidéncia de casos positivos para
EBV (BROUSSET, et al, 1992). A escassa sensibilidade desse procedimento ¢ provavelmente
devido ao pequeno nimero de copias de DNA por célula sendo um efeito da fixagdo no DNA
viral (BROUSSET, 1991). Os efeitos adversos da fixacdo também se aplicam aos anticorpos

para identificagdo do EBV na imunohistoquimica.

1.4 EBYV e outras patologias associadas.

1.4.1 Carcinoma nasofaringeo (CNF)

Muitas neoplasias humanas estdo relacionadas a infec¢do pelo EBV, dentre elas
estdo o carcinoma indiferenciado de nasofaringe (CNF) e o linfoma de Burkitt (LB). Em
ambos os tumores os estudos por HIS mostram positividade em virtualmente todos os nucleos
das células neoplédsicas. O CNF ¢ um tumor de origem epitelial, com distribuicdo bem
definida entre diferentes grupos étnicos. Tem prevaléncia elevada no sudeste da China, onde ¢
o tipo de cancer mais comum nos adultos, sendo raro em criangas, ao contrario, de algumas
partes da Africa onde ¢ o principal cAncer na infancia. Nos Estados Unidos, por outro lado ¢
uma neoplasia extremamente rara tanto em criangas quanto em adultos. Os estudos de PCR e
os altos niveis séricos de anticorpos anti- EBV nos pacientes com CNF primdrio ou recorrente
e a auséncia do EBV em células epiteliais normais também confirmam esta associagao
(KIEFF, 1995; OLD, et al.1966; PATHMANATHAN, et al. 1995). A sofisticacao de técnicas

como PCR nao substituiram a sorologia que ainda ¢ extremamente valorizada e alguns autores
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sugerem a sua utilizagdo para diagnostico de casos precoces (MATHEW, al., 1994; FONES-
TAN, et al., 1994).

1.4.2 Mononucleose Infecciosa (MI)

Indicagdes de que o EBV era associado com LH veio da observacao de historias
passadas de que pessoas com MI apresentavam um maior risco de desenvolver LH (IARC
Working Group, 1997) e que os pacientes de LH tinham elevado titulo de anticorpo contra
antigenos de EBV( LEVINE et al, 1971) Embora estas associagdes sejam claras, essa relagao
a partir de dados moleculares mais recentes ¢ mais complexa havendo histérias de pacientes
com quadro passado de MI que desenvolveu LH negativo para EBV (MACK; COZEN;
SHIBATA, et al, 1995).

Em geral os altos titulos de anticorpos heterofilos contra o EBV em LH parecem
preceder o desenvolvimento de doenca (MUELLER, et al, 1989) mas dados publicados, nao
tem mostrado que casos associados ao EBV tem titulos mais altos que os ndo associados

(DELSOL, 1992).

Mais de 50% dos casos de infeccdo primaria pelo EBV em adolescentes e adultos
jovens manifesta-se na forma de MI (KHANNA, et al.1995) E caracteristico da doenga uma
linfocitose atipica, com leucometria variando de 12000ul a 18000ul, dos quais 60% sao
linfocitos. As manifestacdes clinicas mais comuns compreendem febre, linfadenopatia
generalizada, esplenomegalia e faringite. Nos paises desenvolvidos, a MI é mais comum entre
adolescentes e adultos jovens de classes sociais mais abastadas, a maioria com mais de 10
anos de idade, enquanto que nos paises subdesenvolvidos ela ¢ mais observada em criangas,
onde quase todas estdo infectadas antes de concluir o primeiro ano de vida e evolucdo clinica
assintomatica (CONTRAN, et al., 1994; ABREU, 1996). C¢lulas semelhantes a RS podem ser

encontradas em pacientes com MI.

1.4.3 Linfoma de Burkitt (LB)

E uma neoplasia de célula B de alto grau cuja apresentagdo classica ¢ de um tumor

extralinfatico que se origina na mandibula ou maxila em criangas africanas (BURKITT, 1958)



35

tendo predile¢do também pelas visceras abdominais, particularmente os ovarios, bem como as
mamas e meninges e cuja associacdo com o virus foi sugerida por Burkitt em 1952. De fato o
EBV somente foi descoberto dois anos mais tarde em linhagem celular de amostras de LB da

Uganda (EPSTEIN; ACHONG; BARR, 1964).

O EBV ¢ um achado consistente em células desse linfoma que ¢ endémico na
Africa Central, sendo a malaria considerada um com fator patogénico. Em contraste, menos
de 20% de casos de LB ocorrido em paises ocidentais sdo associados ao EBV. A doenca
predomina no sexo masculino apresentando-se em criangas africanas aproximadamente aos
sete anos de idade enquanto em criangas americanas aos nove anos (DE VITA &

ULTMANN, 1988).

O processo infeccioso no LB ocorre em trés estagios distintos caracterizados
primeiro por uma infec¢do primdria, com comprometimento de linfocitos B imaturos;
segundo pela participagdo de fatores ambientais e sociais que entram na facilitacdo da
infeccdo, como a malaria e a AIDS que funcionam como potentes estimuladores de
hiperplasia de linfocitos B ou supresores da resposta celular T e por Gltimo o terceiro estagio
que envolve a translocacdo da parte distal do cromossoma 8 para o cromossoma 14 (ou
cromossoma 2 ou 22), provocando a desregulagdo do oncogene c-myc e subseqiiente

proliferacdo monoclonal do linfécito B, resultando no LB (KHANNA et al., 1995).

Estudo realizado com pesquisa de EBV em 54 casos de LB da regido nordeste do
Brasil, mais precisamente do estado da Bahia através de hibridizagdo in situ,
imunohistoquimica e PCR, tendo como controle dez casos da Alemanha, teve como resultado
uma positividade de 87% no Brasil e 20% na Alemanha (ARAUJ O; FOSS; BITTENCOURT,.
et al,1996).

1.4.4 Outras neoplasias

Na Africa ¢ alta a incidéncia de cancer de mama em homens, coincidindo com a
zona endémica de maldria e linfoma de Burkitt. Labreque, et al. (1995) descreveram que no

Brasil e mais precisamente na cidade de Recife, na regido nordeste do pais ¢ onde ocorre a
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mais alta incidéncia de carcinoma de mama masculina do mundo. Na Inglaterra até 21% dos

carcinomas de mama masculina mostraram positividade para o EBV pesquisado por PCR.

A relagdao entre imunossupressao e atividade viral agressiva ¢ bem conhecida.
Pacientes transplantados apresentam sindromes clinicas relacionadas a presenga do EBV

caracterizada por quatro grupos (NALESNIK et al. (1988).

1) pacientes jovens com transplante recente e quadro de mononucleose- simile

2) pacientes mais velhos ( idade média em torno de 47 anos), transplantados hé varios
anos, com massas tumorais extra-nodais

3) pacientes com lesdes linfoproliferativas confinadas ao Sistema Nervoso
Central(SNC)

4) pacientes com lesdoes linfoproliferativas do trato gastrointestinal.

O risco de um transplantado renal desenvolver linfoma ¢ 40 vezes maior que a
populacdo controle e estd associada com alta taxa de soroconversao para o EBV. Na Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) o EBV tem papel importante na génese dos linfomas
(GUNTHEL et al. 1994; HERNDIER et al., 1994) afirmaram que pacientes com AIDS tem
risco cinco vezes aumentado de desenvolver LH, que evolui no caso de maneira agressiva,
menos responsiva ao tratamento, sendo freqlientemente extra-nodal com expressdo do EBV
em virtualmente 100% dos casos. Bacchi et al. (1996), em seu estudo no Brasil demonstrou
que 55% dos casos de Linfoma Nao Hodgkin e 75% dos casos de LH em pacientes com AIDS
demonstraram relacao com o EBV ( BACCHI et al., 1996).

1.5 Associa¢ao do LH com o EBV considerando sua distribuicio no Brasil e no Mundo

A epidemiologia do LH tem comportamento peculiar principalmente no aspecto
social onde se percebe diferentes apresentagdes varidveis com regides geograficas mais ou
menos desenvolvidas. Essa variacdo atinge também os subtipos histologicos sendo que nos
paises em desenvolvimento o primeiro pico ocorre na infancia e outro na senilidade com o
subtipo LHCM mais freqiiente e em paises desenvolvidos o primeiro pico ocorre em adultos
jovens com idade entre 15 e 34 anos e o subtipo mais comum ¢ o LHEN (LEITE, 1988).

Diferencas no padrao de incidéncia entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento foram
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descritos anos atras sendo recentemente reavaliados (MACFARLAN; EVSTIFEEVA;
BOYLE; GRUFFERMAN, 1995).

Dependendo da localizagdo geografica e da idade do paciente o LH estéd associado
ao EBV, principalmente EBV A em 20% a 100%. Essa alta prevaléncia ocorre em criangas de
paises em desenvolvimento (DIRNHOFER; ANGELES-ANGELES; ORTIZ-HIDALGO, et
al., 1999).

O LH ¢ uma patologia relativamente pouco comum com taxa de incidéncia de 2.8
e 2.4 por 100,000 nos Estados Unidos da América (E.U.A.) e Reino Unido respectivamente
(RIES; MILLER; HANKEY, 1994; CARTWRIGHT; ALEXANDER; MCKINNEY;
RICKETTS, 1990). A taxa de incidéncia internacional varia de aproximadamente 3 a 4 vezes,
com excecao dos paises asiaticos nos quais o LH ¢ menos comum.(PARKIN; MUIR;
WHELAN, 1992). Esse nivel de variagdo internacional ¢ pequeno quando comparado com
alguns outros canceres, contudo o padrdo de incidéncia mostra variagdo marcante quando

analisado com referéncia a subtipo histologico, idade, localizacdo geografica e raga.

Abreu, 1996 em seu trabalho no Brasil (Ceard) com Linfoma de Hodgkin infanto-
juvenil (< 18 anos) e sua associagdo com o EBV encontrou predominancia do subtipo LHCM
(64,7%) seguido do LHEN (29,41%), com positividade total para o EBV de 85,29% e sendo
o subtipo LHCM o mais freqiientemente associado ao EBV ( 100%).

Leite, 1998 fazendo um estudo analitico da associagdo do LH com o EBV no
estado do Ceard e comparando com regides de nivel so6cio- econdmico diferentes, concluiu
que no Ceard o subtipo predominante sobre tudo na faixa etaria menor que ¢ 10 anos € o
LHCM. A prevaléncia do EBV nesse estudo foi alta (70%) sendo o subtipo LHCM o que
apresentou maior positividade (89,28%) e por fim verificou-se a existéncia de uma relagao
inversamente proporcional entre condigdes socio- econdmicas e positividade para o EBV nos

subtipos LHCM e LHEN.

Oliveira, et al. (2002) estudaram 96 casos de LH em grupos adulto e juvenil
comparando regides brasileiras distintas como Sdo Paulo e o Ceard onde encontraram uma

alta positividade total para o EBV no Brasil , sendo de 64% para o subtipo LHCM e 12% para
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o subtipo LHEN para o grupo jovem do Ceard , para o grupo adulto do Ceara 19% LHEN e
12% LHCM, para o grupo juvenil de Sdo Paulo 52% LHCM, 3% LHEN e para o grupo de
adultos de Sao Paulo 47% de LHCM.

Ambinder, et al. (1993) em seu estudo comparativo entre populagdo infantil de
Honduras e dos E.U.A., provaram haver entre os hispanicos uma associagao viral de 100%
contra 36% dos americanos. O subtipo LHCM foi o mais freqliente em Honduras

contrariamente aos casos americanos onde predominou o LHEN (AMBINDER, et al., 1993).

No mesmo periodo Armstrong, et al. (1993) num estudo de 55 casos de criangas
com idade abaixo de 10 anos de diferentes paises com LH, distribuidos em 22 casos do Reino
Unido, 25 casos do Brasil (Sdo Paulo) e 8 da Arabia Saudita, encontraram o EBV em 38
sendo 13 do Reino Unido ,18 do Brasil e 7 da Arabia Saudita. O subtipo histologico LHCM
foi 0 mais comum para o Brasil e Arabia Saudita sendo o de maior positividade para o EBV
(7/7 Reino Unido, 10/12 Brasil e 5/5 Arabia Saudita). O subtipo LHEN foi o mais freqiiente

no Reino Unido com uma positividade de 33,3%.

Chang, et al (1993), em sua pesquisa de EBV no Peru e utilizando a técnica de
Hibridizacdo in situ detectaram-no em 94% dos casos pesquisados, sendo os positivos 25 do
sexo masculino e sete do sexo feminino com idade de 9 anos. O subtipo histoldgico mais visto
foi o LHCM (63%) correspondendo a pacientes com idade inferior a 21 anos sendo seguido

do LHEN com 22%.

A prevaléncia das categorias localizagdo geografica, idade e raca foram avaliadas
por Gulley, et al., 1994 onde concluiram que os dois primeiros siao varidveis menos
importantes no LH. Nesse estudo foram analisados 125 casos (79 dos E.U.A ., 31 do México e
15 da Costa Rica) pelo método de HIS usando sonda EBER 1 e encontrado positividade nas
células RS em 48% dos casos assim distribuidos: 27/ 74 dos casos dos E.U.A.
correspondendo a 36%; 24/31 dos casos do México (77%) e 5/14 casos da Costa Rica (36%).
A positividade foi maior entre os hispanicos (59%) quando comparada com os ndo-hispanicos

(23%) e aqui também o subtipo mais fortemente positivo para o EBV foi o LHCM.
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Osorno, et al., (1994) em estudo de 27 casos de LH no México investigaram a
presenga do EBV usando Hibridizacdo in situ com sonda EBER 1 e imunohistoquimica com
todos os casos sendo positivos para CD 30 (Ber-H2) e 18 casos expressando CD 15. A
seqiiéncia do virus foi identificada em 18 / 27 casos (67%) e a positividade relacionada com o
subtipo histologico foram de 46% para o LHEN, 100% para LHCM e 83 % no LHDL. Os

pacientes tinham entre 5 e 65 anos com idade média de 29 anos.

Belkaid, et al. (1995) em seu estudo sobre a associagdo do EBV com LH através
de técnicas de imunohistoquimica, Hibridizacdo in situ ¢ Reagdo em Cadeia de Polimerase
(PCR) foram responsaveis por um dos poucos trabalhos onde faz-se uma analise comparativa
entre resultados de pacientes originados de paises diferentes no caso Franca e Argélia .
Sessenta e oito pacientes soronegativos para a AIDS foram avaliados, sendo 47 de origem
argelina (AL) e 21 de origem francesa (Fr) cujas caracteristicas iniciais foram predominancia
do sexo masculino e idade média 26 anos. A HIS apresentou resultado positivo de 66% dos
casos da Argélia e 29% dos casos da Franga. A positividade afetou no total 61% dos casos

LHCM contra 20% dos outros tipos.

Preciato et al. (1995) em trabalho realizado na Argentina com casos de LH na
infancia com idade média de 7 anos, estudaram 41 casos sendo 25 do tipo LHCM, 9 LHEN,1
LHDL e seis de LHPL (Nao- Classico) encontrando positividade para o EBV em 22 dos 41
casos (54%). Foram pesquisados EBER e LMP1 por HIS e Imunohistoquimica
respectivamente encontrando-se 20 casos EBER+/ LMP+, 2 casos EBER+/ LMP- ¢ 19 foram
EBER-/LMP- entretanto nenhum dos 41 casos expressou EBNA 2. Houve predominio do
sexo masculino e o subtipo LHCM foi o mais associado ao EBV (19/25 EBER+; 17/25
LMP+). Dos dois grupos constituidos de faixa etaria diferentes sendo o primeiro de 2 a 6 anos
e o segundo de 7 a 15 anos, no grupo mais jovem a associacdo com o virus foi

significativamente mais forte.

Estudo de 87 pacientes com LH na Coréia onde foi avaliado clinica, morfologia e
aspectos imunohistoquimicos através de HIS e imunofenotipagem mostraram expressao do
EBV RNA (EBER: EBV- encoded RNA) em 60 de 87 casos (69%) e LMP 1 em 39 de 87
casos (45%). O subtipo LHCM foi o de maior positividade para o EBV (75%) ndo se

observando diferenga significativa com relagdo ao sexo (HUH et al., 1996).
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Weinreb, et al (1992) examinaram material de 101 pacientes do Quénia, sendo 53
menores de 16 anos e 48 maiores de 16 anos, encontrando uma positividade para o EBV de

100% no grupo menor de 16 anos e de 63% no maior de 16 anos.

Peh, et al (1996) estudaram uma populagao multi-étnica na Maldsia num total de
100 casos de LH , divididos em dois grupos de 34 e 66 com idade inferior e superior a 15
anos respectivamente. A distribuicdo étnica dos casos de LH Classico nesse estudo foi
Malasia: 23, China: 32 e India: 30. No grupo dos pacientes com idade inferior a 15 anos
encontraram uma prevaléncia do EBV em 93% e o subtipo predominante foi o LHCM (47%)
sendo de apenas 52% no grupo com idade superior a 15 anos e um maior numero de subtipo

LHEN (51%).

Razzouk, et al (1997) em estudo comparativo de casos de LH no Brasil (Curitiba)
e E.U.A , com amostras equilibradas com relacdo a subtipos histologicos encontraram uma
positividade do EBV em 58% dos casos em ambos , ndo havendo no caso diferenga
significativa referente a localizagdo geografica, entretanto a presenca viral foi mais marcante
nos pacientes de idade inferior a 10 anos. Dos casos brasileiros incluidos nessa faixa etaria,
74% foram positivos para o EBV e apenas 15% daqueles de idade superior foram positivos
para EBERI1, o mesmo ocorrendo nos casos americanos com percentuais de 76% e 22%

respectivamente.

Dumaz, et al. (1998) em estudo sobre a detec¢cdo do genoma do EBV por PCR em
40 casos de LH na Turquia divididos em 33 pacientes do sexo masculino e sete do sexo
feminino todos com idade média de 28 anos verificaram que o subtipo LHEN foi o mais

freqliente (40%), sendo 22 dos 40 casos positivos para o EBV dando um percentual de 55%.

Bosch, et al ( 2000) estudando a etiopatogénese do LH em Tarragona (Espanha)
com amostra de 49 pacientes que foram avaliados por imunohistoquimica (LMP 1) e
Hibridizacdo in situ (EBER 1) encontraram uma associagdo em 20 casos dos 49 (40,8%).
Esse percentual foi alto, mas ndo significante no subtipo LHCM e foi significativamente alto

em pacientes com idade acima de 55 anos.
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Macak et al. (2000), estudando a deteccdo do EBV em LH na Republica Thecka
demonstraram haver variabilidade geografica. Utilizando imunohistoquimica e HIS de 142
casos de LH com idade variando entre 4 e 82 anos encontraram uma positividade para o EBV

de 33% e predominio do sexo masculino. O subtipo histologico mais freqiiente foi o LHEN

(64 casos) seguido do LHCM (62 casos).

Zhou, et al. (2001) estudando casos de LH pediatrico na China e sua associagdo
com o EBV encontraram uma positividade para o EBV de 72% sendo as criancas do sexo

masculino mais acometidas e mostrando subtipo LHCM.

1.6 Importancia da Pesquisa

Nosso trabalho foi realizado de modo a fazer uma andlise comparativa de uma
amostra de 118 casos de Linfoma de Hodgkin classico (LHc) de origem do Cearé - Nordeste
do Brasil e da Franca sendo todos os pacientes de faixa etaria entre 18 e 64 anos de idade.
Com o proposito de convencionar pardmetros para analise comparativa e interpretacdo de
resultados, buscamos alguns trabalhos de pesquisadores cujo objetivo maior era de avaliar o
percentual dessa associagdo nos respectivos paises. Durante realizacdo da pesquisa para
desenvolvimento da revisdo de literatura verificamos uma escassez de trabalhos comparando
dois ou mais paises e os que assim o fazem, envolvem pacientes de faixa etaria distinta

englobando em mesmo grupo, pacientes criancas, adolescentes e adultos.

Oliveira, et al. (2002) estudaram LH comparando duas regides de um mesmo pais,
no caso o estado do Ceara que economicamente ¢ semelhante aos paises em desenvolvimento
e o Estado de Sao Paulo economicamente semelhante a paises desenvolvidos. Em seu estudo
avaliaram 96 casos de LH de pacientes com faixa etaria desde mais jovem que vinte anos até

acima de vinte anos, o que torna uma amostra bastante heterogénea.

Belkaid, et al. (1995) em seu trabalho sobre associagdo do LH com o EBV
comparando casos da Argélia e da Franca avaliaram uma amostra intensamente heterogénea,
sendo incluido no grupo de pacientes da Argélia pacientes de 6 a 70 anos de idade, enquanto
o grupo de pacientes franceses apresentou faixa etaria mais homogénea sendo de 20 a 52

anos de idade.
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Em vista da heterogeneidade das amostras estudadas por trabalhos anteriores
surgiu a certeza da necessidade de um estudo com amostra homogénea incluindo apenas um
grupo onde optamos por pesquisar a relagdo do LHc com o EBV no grupo adulto com faixa
etaria entre 18 e 64 anos e fazendo a devida comparagdo com paises de condi¢ao socio-

econOmica diferente buscando obter um resultado mais consistente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Fazer investigacao da associacdo do LHc com o EBV de uma regiao
subdesenvolvida representada por casos da cidade de Fortaleza, estado do Cearé- Brasil e de

pais desenvolvido representado por diferentes regides da Franga.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Determinar o grau de associagdo do EBV com LHc , levando em considerag¢do os
fatores abaixo descritos:
a) Faixa etdria;
b) Sexo;
c) Localizagdo anatomica;
d) Tipo / subtipo histolégico.
2.2.2  Correlacionar a presenca do EBV com os subtipos histologicos do Linfoma de
Hodgkin classico,
2.2.3 Fazer uma andlise comparativa da associa¢do do LHc e EBV em pacientes adultos
com idade entre dezoito e sessenta e quatro anos.
2.2.4 Observar a possivel existéncia de correlagdo entre situagdo economica das regioes

subdesenvolvidas e desenvolvidas envolvidas no estudo em questdo e a presenca de

EBV no LHc.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material

Para efetivacdo do presente estudo foram selecionados espécimes de bidpsia
cirargica de 118 casos de pacientes adultos com faixa etdria entre 18 e 64 anos com
diagnostico morfologico de LHc e imunofenotipados . Os casos foram obtidos de institui¢cdes
médicas localizadas em Fortaleza - Ceard como o Hospital Universitario Walter Cantidio
JInstituto do Cancer do Ceara e Central de Analises Clinicas (C.A .C.); os 52 casos da Franca
derivam do Hospital Laenaec, Université Paris V. Todos os casos ocorreram no periodo entre
1999 e 2002. O diagnoéstico morfologico de LH pode ser confirmado apos revisao das secgdes

histoldgicas e fenotipagem por imunohistoquimica, por trés hematopatologistas.

3.2 Metodologia

3.2.1 Estudo morfologico

Foram realizados em 118 casos de biopsias ganglionares para pesquisa da

presenga do EBV, sendo 66 do Brasil e 52 da Franca.

O diagnostico histologico dos casos estudados foi estabelecido pelo encontro da
célula diagnostica do LHc ou formas variantes, em meio a substrato celular caracteristico e
alteragdes estromais utilizando critérios morfoldgicos e de acordo com a classificagdo da
Organizacdo Mundial de Satde de 2001(JAFFE,ES., HARRIS NL., STEIN H., VARDIMAN
JW,2001) tendo sido obtidos de tecidos fixados em formalina a 10%, desidratados em
gradiente de etanol, clareados em xilol e submetidos a cortes pelo micrétomo de cerca de 5
um de espessura apos o qual foram pescados em banho-maria por lamina de vidro usada na
rotina para microscopia Optica, mantidas durante uma hora em estufa a temperatura de 60
graus para posterior processamento imunohistoquimico. O diagnostico e a subclassificagdo do

LH foram feitos por trés patologistas portadores de alta titulagao e treinados na area.
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3.2.2  Estudo Imunohistoquimico

No presente trabalho, o estudo imunohistoquimico foi realizado em 66 casos de
LH do Ceard e 52casos da Franca usando a técnica estrepto-avidina-biotina-peroxidase de
cortes histologicos de tecido linfoide fixados em formalina incluidos em parafina, cortados em
microtomo e pescados do banho-maria por laminas silanizadas e posteriormente submetidos

ao forno microondas para o processamento de recuperagdo antigénica.

Os blocos de parafina selecionados foram cortados na espessura de 4 a 5 pm antes
da realizagdo da técnica de imunohistoquimica (IHQ), sendo posteriormente hidratados e
lavados com solugdo salina tamponada (SST), pH 7,4. O material desparafinado foi incubado
em forno microondas por 15 minutos em solugdo tampao citrato, pH 6,4 para recuperagao
antigénica, conforme descrito por Gown et al. (1993). Em seguida os cortes foram incubados

com 0s seguintes anticorpos primarios:

a) Anticorpo monoclonal LC3DI (CD 15) -(Catalogo N° M 733, Dako Corp.,
Carpinteria, California ,EUA)

b) Anticorpo monoclonal BerH2 (CD 30) — (Catilogo N° M 751, Dako Corp.,
Carpinteria, Califérnia , EUA)

¢) Anticorpo monoclonal L26 (CD 20) - (Catalogo N° M 774, Dako Corp., Carpinteria,
Califérnia,EUA)

d) Anti-LMP-1 - (Catalogo N° M897, Dako Corp., Carpinteria, California , EUA)

Os anticorpos foram diluidos na concentracdo de 1: 40 (anti- CD 30), e 1: 50
(anti-LMP1) e incubados por pelo menos 12 horas durante a noite (overnight) a temperatura
aproximada de 4° C. Apos a lavagem em SST, as laminas foram incubadas por 60 minutos
com anticorpo secundario biotinilado anti — IgG de camundongo — N’ BA2000, Vector Corp.
Burlingame, Califérnia, EUA), produzido em cabra e utilizado na dilui¢do de 1:200. A seguir
os cortes foram incubados com o complexo ABC Elite® (Catalogo N’ PK6100, Vector Corp.
Burlingame, Califérnia, EUA) por 45 min. O complexo ABC foi preparado seguindo a
orientacdo do fabricante e constou de solucdo na propor¢do de Sul de avidina com 5Sul de
biotina em 5 ml de SST. Para visualizagdo da reacdo, as laminas foram tratadas com solu¢ao

de 3,3 diaminobenzidina (DAB, 1mg/ml) (Catalogo N’ D5637, Sigma Chemical Company,
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St. Louis, Missouri, EUA) na concentragdo de 1 mg/ ml em trizma (Catalogo N° T1503,
Sigma Chemical, St. Louis, Missouri, EUA) e em solucdo de H,O, (Catilogo N° H1009,
Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri’ EUA) a 0,1%.0 material foi contra - corado
com Hematoxilina de Harris por aproximadamente 5 minutos. Com exce¢ao da incubagdo em
forno de microondas e da incubagdo overnight dos anticorpos primarios, todas as demais

incubagdes foram feitas a temperatura ambiente.

3.2.3 Controles da técnica de Imunohistoquimica

Controle positivo: Cortes histologicos de um caso com diagnostico morfologico e

imunofenotipagem positivo para Linfoma de Hodgkin e EBV em experimentos anteriores.

Controle negativo: realizado com a retirada da rea¢do do anticorpo primario.

3.2.3.1 Técnica de Imunohistoquimica ( em anexo)

3.2.4 Estudo por Hibridiza¢do in situ (HIS)

A verificagdo da presenga do EBV em 37 casos de LH do Ceard e 33 casos da
Franga foi realizada utilizando a técnica de Hibridizacao in situ, utilizando sonda DNA de
nucleotideo de 30 bases, complementar ao segmento do gene EBER1 que constitui a regido do
genoma do EBV que ¢ ativamente transcrito em células latentemente infectadas. A sonda de
oligonucleotideo foi manipulada e trabalhada de acordo com o método descrito na literatura

por Weiss et al,1991.

3.2.5 Técnica de hibridizacao in situ (em anexo).

3.2.6 Interpretacao dos resultados das reagdes de IHQ e HIS.

A interpretacdo dos resultados foi feita através de microscopio 6ptico comum. Na

imunohistoquimica os antigenos pesquisados em nosso trabalho localizam-se na membrana
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plasmatica tendo sido considerados positivos os casos com nitida marcagdo na superficie

celular ou para-nuclear tipo Golgiana.

Na HIS a sonda EBER se liga a fragmentos de RNA viral transcrito presentes no
nucleo das células RS e variantes podendo ser encontrada ocasionalmente em linfocitos de
fundo. O resultado positivo para HIS foi avaliado de acordo com sinal nuclear positivo
lembrando que para um resultado ser considerado negativo ¢ essencial avaliar o grupo
controle processado paralelamente ao grupo pesquisado para avaliar erros de técnica e porque
as vezes o cromodgeno oblitera todo o nucleo. Nenhum sinal citoplasmatico foi visto em

células tumorais.
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4 RESULTADOS

a) Dados clinicos e morfologicos

Foi estudado um total de 118 casos de LHc com diagnostico morfolégico sendo
66 do Ceara — Brasil e 52 da Franga. Os pacientes apresentaram uma idade média
total de 41 anos. Dos casos brasileiros 42,4 % eram do sexo masculino com idade
média de 30 anos, sendo o restante (57,5%) do sexo feminino e mostrando idade
média de 32,1 anos. Na Franga o total de casos foi de 52 divididos em 63,4 % de
pacientes do sexo masculino com idade média de 37 anos e 36,5% de pacientes do

sexo feminino com idade média de 29,7 anos

b) Andlise Histologica subtipos de LHc e distribui¢do):

O estudo dos subtipos histologicos mostrou uma prevaléncia do LHEN em ambos
os paises sendo em numero de 38 para o Brasil correspondendo a 57,5% e de 43
para a Franca (82,6%). A idade média para esse subtipo foi estabelecida em 28,9
para o Brasil e 34,1 para a Franca. O segundo subtipo em termos quantitativos foi
o LHCM sendo 25 casos do Brasil (37,8%) com idade média de 28,9 e 05 (11,6%)
casos da Franca com idade média de 38,8 anos. O subtipo LHDL foi presente
apenas na amostra brasileira com 01 caso (1,5%) apresentando média de idade de
26 anos. No total 06 casos ndo foram classificados sendo 02 do Brasil e 04 da

Franca.

Os dados citados acima estdo resumidos na tabela 2.
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Tabela 2: Linfoma de Hodgkin : dados morfologicos e clinicos

Brasil Franca Idade Média(anos)
Casos (total 66 52 41,0
IH e HIS (casos estudados) 37 (56,0%) 33 (63,4%) 34,81
Homens 28 (42,4%) 33 (63,4%) 30,0/37,0
Mulheres 38 (57,5%) 19 (36,5%) 32,1/29,7
Tipos Histologicos
Esclerose de Nodular (EN) 38 43 28,7/33,1
Celularidade Mista (CM) 25 05 35,5/38,8
Deplecao linfocitica (DL) 01 - 26,0/0,0
Nao classificado ( NC) 02 04 29,5/45,5
TOTAL 66 52

¢) Analise imuno- histoquimica dos marcadores linfoides

Dos 118 casos obtidos inicialmente com diagnostico morfologico de LH
conseguimos seguir para o estudo do nosso trabalho apenas 70 casos foram
selecionados para o estudo da relagdo com o virus EBV devido problemas com
localizagdo e acesso aos blocos de parafina. Todos esses casos foram confirmados
como LH por estudos morfologicos e por imunohistoquimico sendo encontrada
positividade nos anticorpos classicamente descritos na literatura para o LH
Classico como CD15 e CD 30 positivo e CD20 negativo. (POPPMA, 1992; SAID,
1992 WARNKE, 1992) Todos os casos do Brasil e da Franca mostraram
expressao de CD 30 positivo (Brasil= 66/66, Franca =52/52). O CD 15 foi
expresso em 87,8% dos casos brasileiros e em 75% da Franga ( Tabela 3).
Nenhum caso apresentou positividade para CD3, entretanto 4,5% dos casos do

Brasil (3/66) foram CD 20+.
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Tabela 3: Expressdo dos antigenos CD30, CD15 e do virus EBV ( LMP1 e HIS) nos casos de
LH do Brasil e da Franga.

Grupo CD 30 CD 15 LMPI EBERI
Brasil (n=66) 66/66(100%) 58/66 (87,8%) 25/37(67,5%)  28/37(75,6%)
Franca (n=52)  52/52 (100%) 39/52(75%) 10/33(30,3%)  10/33(30.3%)

D) Positividade para o EBV com IHQ e HIS de acordo com a localizagdo

geogrdfica e tipo histologico.

Do Brasil 15/23 (65,2%) casos de EN, 8/11 (72,7%) de CM, 1 nc e 1 DL
expressaram o antigeno LMP1; enquanto nos casos da Franga este antigeno esteve presente

em 6/29 casos de EN (20,6%) e 4/4 (100%) de CM.

Ap6s realizacdo da HIS observamos com os casos do Brasil uma relagdo com o
EBV em 16/23 de EM (69,5%), 10/41 de CM (90,9%), 1 DL e 1 nc. Em relagdo aos casos da
Franga os resultados com o LMP1 e HIS foram idénticos. Os dados com o LMP1 e HIS no

total sdo vistos na tabela 3 e divididos de acordo com o tipo histoldgico na tabela 4.

Da totalidade de casos estudados no Brasil e na Franga em apenas trés ndo houve

concordancia nos resultados entre LMP1 ¢ EBER.

Tabela 4 - Resultado d a IHQ e HIS de acordo com a positividade considerando subtipo

histoldgico e localizagao geografica (Br = Brasil; Fr= Franca)

LMP1 (n=70) HIS (n=70)
Br + Br - Fr + Fr - Br + Br - Fr + Fr -
EN 15 08 06 23 16 07 06 23
CM |08 03 04 - 10 01 04
DL 01 - - - 01 - -
NC 01 01 - - 01 01 -
TT 25 12 10 23 28 09 10 23




51

Quadro 2 - Linfoma de Hodgkin (LH); tipos e relagdo com o EBV ( LMP,EBER ) no

Ceara,Sao Paulo,Rio de Janeiro ¢ Franga; n=n° de casos; % ; (% de casos com EBV)

Regiaol/tipos/n°/idade CM EN DL
Ceara (1996) n=34c 23; 67% 100%) 8; 30% (50%) 1;3% (100%)
Ceara (1998) n=50ac 29;58% 89,2%) 18; 37%(44,4%) | |3;6% (33%)
Ceara (2002) n=37a 11;30%(100%) 23; 62% (50%) 1;3% (100)

SP-Br_(2001) n=1044ac 20% () 69% (---) 5% ()
-RJ-Br (2001) n=64ac 5;8% (88) 35; 55% (40%) 7;11% (57%)
-Franga (1999) n=66 a 5;7,5% (80%) 55; 83% 4; 6% (0)

(18,2%)

Obs: ¢ = criancas e jovens (até 18 anos) a = adultos (acima dos 18anos)
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5 DISCUSSAO

Crescente ¢ o interesse na relagdio do EBV com o LH, resultando em grande
niumero de estudos de diferentes populagdes e localizagdes geograficas, sendo, porém,
bastante reduzido o numero de trabalhos comparando tipos de populagdes de paises diferentes

do mundo ou de um mesmo pais.

Em paises em desenvolvimento os estudos mostram uma relacdo mais proxima
entre o virus EBV e o Linfoma de Hodgkin que entre paises desenvolvidos. Contudo nado
encontramos na literatura referéncia a analises comparativas sistematizadas da forma cléssica
do LH no adulto, sobretudo no Brasil com outros paises. Pesquisamos a associacdo do EBV
com o Linfoma de Hodgkin em pacientes provenientes de um pais industrializado
representado pela Franca e em pacientes de um pais em desenvolvimento representado pelo
Brasil, cujos estudos ainda sdo escassos, sobretudo levando-se em consideracdo sua grande

variedade geografica e étnica.

a) Sexo x Idade x EBV

Nos 118 casos fenotipados como LHc referentes a varidvel sexo houve predominio
do sexo feminino com 57,5% nos casos do Brasil contrariamente aos estudos de Ferreira et
al., 1977 onde estudando uma amostra de 120 pacientes de Fortaleza- Ceara- Brasil com LH
dando énfase a incidéncia etaria especifica, incidéncia por sexo, distribui¢ao e predominio dos
tipos histologicos encontraram predominancia do sexo masculino, sendo esse predominio
acentuado em criancas € menos acentuado nas demais faixas etdrias . Pitombeira et al., 1987
também identificaram maioria de sexo masculino (3: 1) em grupo de 105 pacientes infanto-
juvenis sendo a maioria dos casos do Ceara.. Os resultados da Franca mostraram predominio

do sexo masculino com 66,6% dos casos.

A abrangéncia em estudos anteriores ao nosso incluindo casos de todas as faixas
etarias nos impede de avaliar o motivo da mudanga relacionada ao sexo dos casos
fenotipados como LHc. Nao podemos afirmar que a exclusdao em nosso estudo dos casos

infanto- juvenis e infantis tenha sido responsavel pela mudanga do perfil referente a variavel
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sexo nos casos do Brasil, ndo podendo, porém, descartar tal acertiva ficando, porém, uma

icognita.

Nos casos pesquisados quanto a presenca do EBV houve distribuicdo eqiiivalente
de positividade relacionada ao sexo nos casos do Brasil diferentemente dos casos da Franca

que mostraram alta positividade ( aproximadamente 80%) nos casos do sexo masculino.

Abreu (1996) ndo encontrou diferenca significativa da presen¢a do EBV ligada ao

sexo em pacientes infanto- juvenis do estado do Ceara.

Leite (1998) estudando LH em grupo infanto—juvenil e adulto de Fortaleza-Ce-
Brasil mostrou uma distribui¢do eqiliivalente com relagdo ao predominio de sexo, ou seja,

resultado ndo concordante (FERREIRA, et al.,1977; PITOMBEIRA, 1987).

De acordo com a literatura Armstrong et al. (993) encontraram uma tendéncia a
presenca do virus em pacientes do sexo masculino sem contudo haver significancia. Tomita,
et al. (1996) estudando mais de 100 pacientes japoneses com idade média de 47 anos
encontrou predominio do sexo masculino com percentual de 76% contra 34% do sexo
feminino. Segundo esses autores o fator influenciador poderia estar associado aos hormonios

afetando a susceptibilidade ao EBV.

No nosso estudo a média de idade levando em consideracdo os dois paises e
representada por pacientes fenotipados como LHc foi de 41,0 anos, sendo de 30,0 e 37,0 anos
para o sexo masculino do Brasil e Franca respectivamente e de 32,1 e 29,7 anos para as

mulheres do Brasil e da Franca.

b) Subtipos Histologicos

O subtipo histologico mais freqiiente na Franca foi o LHEN com 82,6 % em
concordancia com a literatura ¢ com uma freqiiéncia similar a observada nos paises
industrializados (SLIVNICK; NAWROCKI; FISCHE, 1989). No nosso estudo a relativa
incidéncia dos subtipos de LH no Brasil mostrou-se distinta daquelas descritas para os paises

em vias de desenvolvimento (HUMME; ANAGNOSTOPOULOS; DALLENBACH, et al,
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1992) havendo um maior niimero para o subtipo LHEN com 57,5 % na forma classica do
adulto em relagdo a forma LHCM (37,8%) que ¢ referida como o subtipo freqliente em paises
em desenvolvimento; que pode significar uma mudancga no perfil epidemiologico as custas de

um programa de saude preventiva mais eficaz.

Diversos estudos confirmam que o LHCM ¢ o mais freqiiente no terceiro mundo
Chang et al. (1993), Gad; Elmawla et al. (1983) e Levi (1988). Ferreira et al. (1977)
encontraram predominancia do subtipo LHCM em casos do Estado do Ceard em todas as
faixas etarias porém com maior freqiiéncia no adulto. Posteriormente Pitombeira et al.,
(1987); Kirchoft et al (980); Broecker Neto et al. (1986) descreveram o LHCM como o mais

freqiiente no Brasil com énfase em estudos feitos no Ceara, Sao Paulo e Rio Grande do Sul.

Trabalho realizado na Bahia obteve resultado semelhante ao nosso, mostrando
predominio do LHEN em 68% dos casos em 1987 e 56% dos casos em 1992
(BITTENCOURT, et al., 1987; BITTENCOURT & BARBOSA , 1992).

Estudo realizado abordando a delecao de 30 pares de base de casos de LH nos
Estados Unidos e Brasil mostrou como subtipo histologico predominante LHEN (65%) nos
Estados Unidos e LHCM (85%) no Brasil Kazuhiko et al (1997). Estes achados refor¢am a
idéia de que o Linfoma de Hodgkin no Brasil tenha um perfil morfologico semelhante nas
diferentes regides. Seria recomendavel, portanto, ampliar estes para um nimero maior de

localidades.

Trabalho realizado na Republica Thecka relata a predominancia do subtipo LHEN

com 43,6 % do total MACAK, et al, 2000).

Encontramos o subtipo LHCM como o segundo subtipo mais freqiiente
correspondendo a 37,8% dos casos no Brasil e apenas 11,6% para a Franca, com idade média

de 35,5 e 38,8 anos respectivamente.

O subtipo LHDL foi representado somente por 01 caso do Brasil correspondendo

a uma amostra muito reduzida para maiores consideragoes.
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b) Andlise Imunohistoquimica dos marcadores linfoides.

A interpretagdo dos resultados concentra-se no fato da inespecificidade dos
anticorpos utilizados, tornando-se necessario o estudo em conjunto dos antigenos na forma de

painel.

Todos os casos da nossa amostra foram analisados quanto a expressao dos
antigenos CD 15, CD30 e CD 20, correspondendo ao padrao de marcadores linféides para

LHc descrito na literatura ( POPPEMA, 1992; SAID 1992).

O CD 15 comumente positivo para células RS na maioria dos casos de LHc
apresentou uma positividade de 87,8% no Brasil e 75% na Franca. Tal antigeno representa
aqueles relacionados aos estagios tardios da granulopoese, ndo significando, porém, origem
do LHc de granulocitos. A sua positividade ¢ proporcional ao numero de granuldcitos
neutrofilos e eosindfilos de fundo. Nossos resultados sdo concordantes com aqueles
encontrados por Oliveira et al, 2002 onde encontraram 86% de positividade para CD15 no
grupo adulto do Ceard, sendo 92% no grupo adulto do estado de Sao Paulo. Dados da
literatura reportam uma variabilidade consistente na expressio do CD 15 (CHITAL;
CAVERIVIERE; SCHWART; VON WASIELEWWSKI., et al. 1997) correlacionaram um
prognostico desfavordvel , caracterizado por recidivas mais frequentes nos casos de LH

CD15 negativos.

A positividade para o CD 30 ¢ de extrema importancia para o diagnostico de LHc.
Nosso estudo utilizando o anticorpo BerH2 mostrou 100% de positividade para os casos do
Brasil igualmente aquele resultado encontrado por Oliveira,2002 para os casos adultos do
Ceara e 92% de positividade para o grupo adulto de Sao Paulo. Os casos da Franca também

foram 100% CD30 positivos.

Convém ressaltar que outras patologias podem resultar em positividade para o
CD30 como o LNH-T anaplasico, LNH-T cutdneo (SAID, 1992). A negatividade para o
CD30 em caso cléassico de LH onde se verificam células atipicas com morfologia semelhante

a células RS e suas variantes em fundo celular apropriado e historia clinica compativel com



56

tal pode ser justificado por perda de antigenicidade do material pesquisado ou mesmo erro de
técnica que pode ir desde o processamento macroscopico como a ma fixagdo em formalina,
fragmentacdo do material até a histotecnologia como alteracao da temperatura da parafina ou

passagens muito rapidas pela bateria formol-alcool-xilol.

Trés casos (4,5%) do Brasil foram CD20 positivos, sendo esse resultado
semelhante ao de outros autores (4,9%) (VON WASILIEWSKI, et al,1997). E descrito na
literatura a positividade para CD 20 em células RS de casos de LHc, podendo chegar até 25%
(CHU, et al, 2000). Em tais casos usualmente somente um grupo de células RS sao positivas

ocorrendo variagdo na intensidade.

Vassalo, et al, (2002) referem que a expressdao de CD20 e a variacdo em sua
expressdo pode ser devido a detalhes técnicos como procedimentos de fixacdo diferentes,
anticorpos ¢ método de recuperacdo antigénica usada. Relatam ainda que a atribuicdo a
inconstante imunoexpressdao do fendtipo de célula B em LHc antes associada a grande
ativacdo de marcadores de células ndo s6 B como também células T pelo EBV, nao foi
comprovada pelo seu estudo. A presenca de um imunofendtipo CD20 positivo em LHc pode
causar dificuldade no diagndstico diferencial com linfoma nao-Hodgkin de grandes células B,
especialmente nos casos que expressam CDI15 negativo. A questdo pela qual CD20 nao ¢

expresso na maioria dos casos LHc ainda espera uma resposta convincente.

Foi realizado CD 45RO em todas as amostras com resultado negativo. Este
antigeno geralmente ndo ¢ expresso na forma classica do LH, estando desta maneira
consistente com os dados da literatura. Resultados semelhantes foram verificados em

casuistica anterior com pacientes infanto-juvenil do Estado do Ceara (ABREU, et al, 1997).

d)Linfoma de Hodgkin e a sua associa¢do com o EBV.

d.1) Resultados gerais

LMP1 ¢ uma proteina da membrana integral codificada pelo gen BNLF1 do EBV
e ¢ expressa na célula RS multinucleada do LH associado ao EBV quando submetida a IHQ.

Em termos percentuais acima de 50% das células neoplasicas no LH apresenta positividade
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em padrdo paranuclear e membranar. O padrdo membranar pode ser justificado pela sua
presenga em abundancia na periferia celular associada a vimentina, o que pode ser necessario
para sua manifestacdo fenotipica (CLAVIEZ, et al.: 1994; WEISS, et al., 1991b; ZHOU, et
al., 1993; COATES, et al., 1991; VASEF, et al.,1995; KNECHT, et al., 1993; CHANG, et al.,
1993; MURRAY, et al., 1992). O LPM ¢ 1til para o estudo do LH, porém ndo de outros

tumores onde a sua expressdo ¢ reprimida.

Dentre suas caracteristicas apresenta-se como um oncogene viral classico capaz de
transformagao celular quando transferido para fibroblastos em ratos (WANG et al,1985). Em
linfocitos B ¢ capaz de ativar varios gens celulares, incluindo o bcl-2 inibidor de apoptose. O
efeito transformador do LMP1 tem uma alta expressdo nas cé¢lulas RS do LH associado ao

EBYV indicando que essa proteina tem um papel importante na patogénese deste.

Casos de LH negativos para LMP1 nao significam necessariamente nao estarem
infectados pelo virus, haja vista haver sensibilidade de 80% de acordo com a literatura. A
pesquisa viral pode ser coincidente com momento de concentragdo abaixo do nivel de
deteccdo, desnaturagdo antiénica, sensibilidade do método, diferentes cepas de LMP e nao
ligacdo com a vimentina podem levar a resultado negativo pela IHQ (DEL SOL, et al.,1992
PALLESEN et al 1991). LMPI ¢ significativamente alterado pela fixagdo conseqiientemente
a deteccdo do EBV ndo pode ser avaliada baseada somente na IHQ com o anticorpo anti-
LMP1. Embora o uso do anticorpo anti-LMP1 seja tecnicamente simples para identificar EBV

associada a LH, HIS com sonda EBER parece ser o método mais sensivel para isso.

Em nosso estudo encontramos uma positividade total para o LMP; de 67,5% nos

casos do Brasil e de 30,3% nos casos da Franca.

A eficiéncia do uso do EBER se deve ao fato de sua expressao elevada na laténcia,
nao havendo o risco de negatividade pela pesquisa feita num momento nao critico da doenca.

Outro fator de importancia ¢ a auséncia de hibridizagdo de maneira cruzada com outros virus.

Casos EBER negativo ndo necessariamente indicam auséncia viral podendo
corresponder a perda do epissoma viral, tumor inicialmente negativo para EBV e so6 depois

infectado e variagdao na expressao de genes (AMBINDER ¢ MANN,1994). Falhas na fixacao
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do material podem, também, ser fruto da auséncia de EBER citoplasmatica, pois alguns
autores encontraram tracos de positividade citoplasmatica que por vezes pode ser
representado por uma quantidade tdo diminuta a ponto de ser imperceptivel pela HIS. Esse

dado ¢ muito importante na avaliagao da especificidade da HIS (WU et al,1990).

O padrao de positividade alcancado pela reacdo de Hibridizacdo in situ ¢ muito
importante, pois indica sua especificidade havendo necessidade de ser observada positividade
difusa, poupando os nucléolos em todas as células neoplasicas. Alguns pequenos linfocitos de
fundo também podem demonstrar positividade. Artefatos de fixacdo podem ser frutos da
auséncia de EBER citoplasmatica, pois alguns autores encontraram tragos de positividade
citoplasmatica que por vezes pode ser representado por uma quantidade tdo diminuta a ponto
de ser imperceptivel pela HIS. Esse dado ¢ muito importante na avaliacdo da especificidade

da HIS (WU et ,1990).

Nossos resultados da HIS foram concordantes com outros trabalhos associados a
diferentes localizagdes geograficas. Nos casos do Brasil a positividade para o EBER foi de
75,6% ultrapassando consideravelmente os exibidos pelos paises do Primeiro Mundo e se
equiparando aos dos paises do Terceiro Mundo anteriormente estudados (PRECIATO, et
al.,1995; CHANG, et al., 1993; GULLEY, et al., 1994) sendo inferior aquele encontrado por
Abreu,1996 que correspondia a 85,29% e maior que o valor encontrado por Leite, 1998 que
foi de 70%. A Franca apresentou positividade para o EBV de 30,3% igualmente ao resultado
de LMP1.

Kazuhiko, et al. (1997) através de THQ e HIS de casos do Brasil e EUA

encontraram positividade para o EBV de 46% nos Estados Unidos e 96% no Brasil.

Nos nossos casos do Brasil, trés foram negativos para o LMP e positivos para o
EBER, revelando o6tima correlacdo entre os dois métodos. Essa correlagdo € positiva e
classicamente descrita na literatura. (BROUSSET, et al., 1993b; HERSBST, et al., 1991;
DELSOL, et al., 1992; KANAVAROS, et al., 1994), sendo os outros assim como todos os

casos da Franga concordantes para os resultados IHQ e HIS.
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d.2.) Correlagdo com subtipos histologicos.

A positividade para o LMP1 mais elevada correspondeu ao subtipo LHCM onde
no Brasil ¢ de 72,7% contra 100% da Franca nesse subtipo histologico. Esses dados referentes
ao maior indice de associa¢do do subtipo LHCM ao EBV foi relatado anteriormente sendo
concordante com resultados referentes ao trabalho comparando Franga e Argélia onde a
positividade para o LHCM total foi de 61%. Em nosso trabalho a pequena casuistica do
subtipo LHCM nos casos da Franca (04 casos) ndo pode contribuir para uma melhor avaliagdo

nesse sentido.

Uma sensivel alteragao no resultado percentual a cerca do subtipo LHCM ocorreu
apos submissdo a HIS, onde a positividade passou para 90,9% para o Brasil continuando os
mesmos 100% para a Franga. No mesmo trabalho citado referente a comparagdo entre Franga

e Argélia essa diferenca também € observada passando de 61% do LHCM para 80%.

O LHEN apresentou positividade para LMP1 de 65,2% para o Brasil e 20,6% para
a Franca. Apds HIS o resultado dos casos do Brasil foi para 69,5% permanecendo o mesmo

resultado para a Franca.

Abreu (1996) em casos infanto-juvenis do Brasil encontrou o subtipo mais
freqlientemente associado ao EBV o subtipo LHCM (100%). A maior incidéncia desses casos
diferentemente do nosso trabalho onde encontramos uma maior presenca do subtipo LHEN
pode ser a justificativa para uma redug¢do no resultado de 85,29% para os 75,6% por nds

encontrados.

Leite (1998) verificou a presenga do EBV sendo mais evidente no grupo infantil e

subtipo LHCM com 89,28% de positividade.

Estudos realizados na Republica Tcheco, enfatizando a associacdo do LH com o
EBYV encontraram positividade maior para o subtipo LHCM (38%) sendo, porém, menor que
a encontrada por nos para os casos do Brasil (90,9%) e da Franga (100%). Tal trabalho

apresenta uma boa casuistica da forma LHCM. Possivelmente os dados dos pacientes da
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Republica Theco, em relagdo ao EBV e ao subtipo LHCM esteja bem mais proximo da
realidade do que o verificado por nés em virtude da pouca representatividade da nossa

amostra nos pacientes franceses (04 casos).

Estudo realizado na Turkia demonstrou o subtipo LHEN como o mais freqiiente
com positividade total para o EBV de 40%. (DURMAZ; AYDIN; KOROGLU, et al,1992).
Na China estudos com LH pedidtrico mostrou uma maioria de casos do subtipo LHCM e
positividade total para o EBV 89%( ZHOU XG et al,2001). Estudos em Tarragona na
Espanha mostraram percentual mais alto porém nao significativo da presenca viral no subtipo

LHCM (40,8%) (BOSH; ALVARO; BALANZA, et al, 2000).

O LHCM mostra-se altamente associado ao EBV em todo o mundo, seja em
pacientes adultos ou em criangas, nos EUA, Honduras, Dinamarca, Japdao ou China
(AMBINDER, et al., 1993; KHAN, et al., 1993; WEINREB, et al., 1992; FELLBAUM et al.,
1992; WEISS et al, 1991b, TOMITA, et al., 1996, ZHOU, et al., 1993) .

A incidéncia do EBV no LH ¢ maior nos paises de Terceiro Mundo como
oslatino-americanos tipo Peru, Argentina ¢ Honduras ( PRECIATO et al., 1995; CHANG et
al., 1993; Gulley et al., 1994). Afora ser bastante associada ao EBV, o LHCM tem uma
evolugcdo bastante desfavoravel. Os escassos estudos disponiveis a esse respeito sdo
consistentes em afirmar a existéncia de uma correlagdo direta entre a presenca do EBV e
prognoéstico ( DELSOL et al.: 1992; FELLBAUM et al.: 1992; CLAVIEZ et al.: 1994;
KANAVAROS et al.: 1993).

Armstrong et al. (1993) encontraram positividade de 72% para o EBER em 25
casos de LH no estado de Sao Paulo. Estes dados, associados aos nossos fortalecem a hipotese

de uma maior associagao entre nos do papel do virus EBV na patogénese do LH.

e) Técnicas utilizadas para a pesquisa do EBV

Em verdade o método ideal para a detec¢ao do EBV deve combinar sensibilidade,
simplicidade e possibilidade de localizagio do EBV a nivel celular. Os métodos de

Imunohistoquimica (IHQ) e Hibridizagdo in situ (HIS) apresentam esses requisitos e ainda a
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facilidade de execucdo em material estocado em bloco de parafina, o que ndo € possivel com
outros métodos como o Southern Blot e PCR que exigem tecido congelado. A HIS tem sido
usada em tecido armazenado em bloco de parafina por mais de 20 anos o que o torna uma
técnica de grande utilidade para pesquisas € material com problemas de preservagdo. Parte da

nossa amostra consta de material obtido de blocos de parafina do ano de 1999.

Uma alta sensibilidade para o EBV foi vista em andlise por PCR quando
comparada com outros estudos havendo nesse a desvantagem de superestimar a presenga de
EBV ampliando o DNA de células nao patogénicas havendo a necessidade de um controle

morfologico (VASSALLO J. et al., 1993).

Belkaid et al, 1995 comparando pacientes com LH da Franca e Argélia utilizando
HIS, THQ e PCR encontraram positividade nos trés tipos , sendo o genoma viral detectado
em 92% dos casos. A quase totalidade de positividade para essas amostras pode ser
interpretado pelo fato do virus estd quase sempre nas células RS e o método ser entdo o mais
sensivel entre os utilizados ou pelo fato do genoma viral encontrado ser proveniente tanto das
células linféides vizinhas as células RS quanto delas proprias. Dessa forma torna-se entdao

preferivel o uso de uma técnica mais especifica como a IHQ e HIS também por ele utilizadas.

Outros autores como Delsol, et al., (1992) concordam que sempre que possivel as
duas técnicas, HIS e THQ, devem ser feitas em conjunto para reduzir os problemas técnicos e
a variagdo na expressao do LMP. Convém lembrar que PCR e Southern blot sdo baseados em
extratos teciduais, como citado anteriormente ndo permitindo a identificagdo da fonte de

positividade podendo levar a um resultado erroneo.

Em sintese a utilizacdo dos métodos de IHQ (LMP) e Hibridizagao in situ (EBER)

sdo satisfatorios, na pesquisa do envolvimento viral em LH.

f) Correlagdo dos métodos de HIS e HIS

Em nossa amostra de casos do Brasil de 38 casos positivos para o EBER apenas

trés foram negativos para LMP1 o que comprova a existéncia de uma boa correlagdo entre os
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dois métodos, portanto aumentando a confiabilidade principalmente na HIS por ser um

método mais especifico.

Os casos LMP1 positivos ¢ EBER negativos provavelmente foram devido a ma

fixacdo do material ou a baixa concentracao antigénica.

Nossos achados reforgam a hipotese de que o EBV estaria mais implicado na
patogénese do LH Classico do adulto em casos brasileiros que franceses. Pode-se inferir que
esta maior associacdo entre nds tenha uma mais precoce € maior carga viral na infincia e
adolescéncia. Além disso, outros fatores podem estar envolvidos como area geografica, raca,
sexo além de possiveis cofatores. Portanto a aplicacdo das técnicas de HIS ( EBER; RNA) e
Imunohistoquimica para a detec¢do da proteina LMP; no nosso trabalho, realizado em tecido
fixado em formol e incluido em parafina poderd ser um instrumento valioso para futuros
estudos epidemioldgicos da associagdo do virus EBV no LH em maior nimero de casos com

outras regioes do Brasil.

g) Consideragoes finais

Nossos achados reforgam a hipdtese de que o EBV estaria mais implicado na
patogénese do LHc do adulto em casos brasileiros que em franceses. Pode-se inferir que esta
maior associacdo entre nos tenha uma mais precoce e maior carga viral na infincia e
adolescéncia. Além disso, outros fatores podem estar envolvidos como area geografica, raca,
sexo além de possiveis cofatores. Portanto a aplicacdo das técnicas de HIS (EBER;RNA) e
Imunohistoquimica para a detec¢do da proteina LMP; no nosso trabalho, realizado em tecido
fixado em formol e incluido em parafina podera ser um instrumento valioso para estudos
epidemiologicos da associagdo do virus EBV no LH em maior nimero casos com outras

regioes do Brasil.
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6 CONCLUSAO

A nossa busca maior no decorrer do trabalho foi a de fazer uma avaliacdo nos
indices de associacdo do Linfoma de Hodgkin cldssico no adulto com o EBV e avaliar a
existéncia de uma variacdo nesse indice de acordo com a condicdo sbdcio-econOmica
envolvendo duas populagdes de nivel econdmico opostos. Dessa forma nossa maior conclusao
foi a participagdo do EBV no desenvolvimento do LH no adulto em ambos os paises sendo,
porém, maior no Brasil que na Franga. O subtipo mais positivo para o EBV foi o LHCM com
positividade de 72,7% no Brasil e 100% na Franca. Tal diferenga pode ser associada em parte
a uma maior casuistica de casos de LHCM no Ceara que na Franca. Fatores concomitantes
como pobreza, mas condi¢des sanitdrias, alimenta¢do deficiente levando a desnutricdo,
doencas como a maldria; todos sabidamente associados a alteragdes no sistema imunologico
ja foram apontados como um dos responsaveis pela variacdo dessa associacdo, embora ja
existam evidéncias de que o sistema imunoldgico ndo desempenhe um papel determinante na

associagdo viral com excecdo dos casos extremos onde ocorre associagdo com o EBV tipo 2.

O EBV nio pode ser considerado o Unico responsavel pelo desenvolvimento do
LH havendo também a participacdo de heranca genética de algumas populacdes. Gulley, et
al. (1994) em seu trabalho sobre LH encontraram a presenca do EBV em 59% dos pacientes
hispanicos, enquanto no grupo ndo hispanico o virus foi detectado em apenas 23% dos casos,

demonstrando que o fator racial também tem importincia na etiopatogénese do LH.

A questdo da participagdo do sistema imunoldgico na génese do LH ligado ao
EBV ¢ por vezes questiondvel devido auséncia do genoma de outros virus, que constituiriam

infec¢@o oportunista nos casos avaliados e pelos métodos utilizados.
Considerando o exposto acima e os objetivos que nos levaram a realizar nossa
pesquisa os resultados permitem as seguintes conclusoes:

1. Relacionado ao subtipo histologico existe uma predomindncia nos casos

do Ceara — Brasil do LHEN (57,5%)
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2. O subtipo Celularidade Mista foi o que apresentou maior relagdo para o
EBV em ambos os paises sendo de 90,9% no Brasil e 100% na Franga,
seguido do subtipo LHEN correspondendo a 69,5% no Brasil e 20,6% na

Franca.

3. A média de idade para o subtipo predominante (EN) no Brasil ¢ mais baixa

que na Franga respectivamente 28,9 e 34,1 anos.

4. Houve predominancia do sexo feminino no Brasil

5. Que os métodos de estudo por nos utilizados como THQ e HIS sdo de
grande valia no estudo presente e futuro da pesquisa viral em LH, sendo
inclusive equivalentes, de alta sensibilidade e especificos na deteccdo do

EBV em casos de LH.

6. A associagdo global do Linfoma de Hodgkin Classico do adulto com o
EBV foi encontrado em nossos estudos em 75,6% dos casos do Brasil e

30,3% dos casos da Franca

7. O perfil imunohistoquimico dos casos do Brasil e da Franca foram
caracteristicos daqueles descritos, para a forma classica de LH com o CD

30+, CD15+ e CD 20-. Em trés casos brasileiros tivemos CD 20+.

Concluindo, gostariamos de ressaltar que um dos grandes achados de nosso
trabalho encontra-se na mudanga de subtipo histolégico apresentada na regido nordeste do
Brasil, mais precisamente no Ceara. A que se deve tal assertiva? Melhora das condig¢des
econdmicas e nivel social da populacao? Sera que o melhor acesso da populagao a assisténcia
médica e o conhecimento de medidas profilaticas como imunizagdes foram responsaveis por
essa mudanca do subtipo de LHCM descrito alguns anos atrds para o LHEN de melhor

prognostico?
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Fica aqui a incognita e continua o grande enigma a respeito da apresentacao do
LH e sua distribui¢ao nas diferentes regidoes geograficas do mundo, sendo um vasto campo de

pesquisa para aqueles que guardam consigo grande interesse pela ciéncia.
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ANEXOS 1: FIGURAS

FIGURA 3: Linfoma de Hodgkin, subtipo
Celularidade Mista. (HE). Cél. RS (seta).
Aumento de 200X .Caso 27.

FIGURA 4: Linfoma de Hodgkin, subtipo Esclerose
Nodular. CD30. Cel. RS positiva(seta). Aumento de
200X .Caso 15.
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FIGURA 5: Linfoma de Hodgkin, subtipo Esclerose
Nodular. ). HIS. Céls. RS positivas (seta). Aumento
de 200X. Caso 15.

FIGURA 6: Linfoma de Hodgkin, subtipo Esclerose
Nodular. IHQ. Céls RS positivas (setas). Aumento
de 200X. Caso 15.
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ANEXO 2: TEQNICA DA REAQAO DE
IMUNOHISTOQUIMICA (IHQ) METODO DE
AVIDINA-BIOTINA

Desparafinar e hidratar

Colocar as laminas num recipiente de plastico com tampao citrato (PH 6,0).
Colocar as laminas no microondas.

Deixar as laminas no tampao citrato -20 min. Temperatura ambiente.

Lavar em TBS — 5 min.

Bloqueio da Peroxidase endégena com H,0O; a 3% em metanol — 10 min.
Lavar em TBS- 5 min.

Incubacao em camara imida no soro normal de coelho (1:5)- 20 min. Apds incubagao

retirar o excesso de soro sobre as laminas ( aspiragao).

09.Incubagdo em camara umida, no anticorpo primario diluido de acordo com o protocolo.

Over-night a 8.

10.
11.

Lavar em TBS- 5 min.

Incubacao em camara umida, no anticorpo secundario ( coelho anti- mouse biotinilado)

diluido 1:200. 30 min.

12.
13.
14.
15.

Lavar em TBS- 5 min.

Incubagdo em camara imida, no complexo ABC. 30 min.

.Lavar em TBS. 5 min.

Revelagao em diaminobenzidina (DAB). 7 min. Adicionar 10 microlitros de H,O, no

momento do uso.

16. Lavar em agua corrente.

17. Contrastar com hematoxilina . 30 seg.

18. Desidratar e montar em balsamo.
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ANEXO 3: TECNICA DA REACAO DE HIBRIDIZACAO IN SITU (HIS)

1) Desparafinizagdo e hidratacao

Xilol 2X oo 15 minutos cada
Alcool absoluto 3x ............... 1 minuto cada
Agua corrente..............co......... lavagem

Agua destilada lavagem

2) Recuperagdo antigénica

Microondas (tampao citrato PH 6,0) aproximadamente por 6-7 minutos

3) Esperar a solucdo esfriar............. 20 minutos.
4) Agua destilada............cccoovveennn... lavagem
5)Bloqueio ( Peréxido/Metanol 3%)).............. 20 minutos.
6)AGUA COITENLE. ..., lavagem
7) Agua destilada ............cooovveeiieeeienn. lavagem
8) Digestao enzimatica (opcional)
Proteinase K ( 1:10.000)..........cccceeuveennee. 5 minutos.
9) TBS 0u PBS (2X)..eeeiiieeiieeieeceeeiee e 5 minutos.

10) Secar ao ar.
11) Desnaturacao e Hibridizagao

Sonda HPV/ DNA — Colocar a sonda sobre o tecido e cobrir com a laminula, levar a
placa aquecedoraa 93-95° ........ocooeeveveiennne. 5 minutos.

12) Esfriar rapidamente
13) Estufaa 37 ° ( calibrada) overnight
14) Remover a laminula em tampao a temperatura ambiente.............. 5 minutos.

(13

15) Lavagem “ stringent” 1:50 / H,O, pré- aquecida ( frasco 2).

Incubar a 55 ° C por 20 minutos.

16) TBS por cinco minutos.
17) Amplificacao de sinal

Incubar com Strepto- ABC 1: 500 em tampdo diluente a 37 ° C por 15 minutos.
18) TBS (3x)

19) Incubar com Biotinil- Tiramida. 37 ° C ( 1 gota)................. 15 minutos.



80

20) TBS (3x)

21) Incubar Strepto- Peroxidase 37 °C .......coooveeev.... 15 minutos.
22) TBS  (BX)eeeiieeiiieeiieeeiieeeetee e esree e e esevee e s 5 minutos
23) Revelagao DAB- H,0,

24) Agua destilada .........coocoeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 5 minutos.

25) Contra-coloragdo
Hematoxilina..........ccooeeviiniiniiiiiiecicccee 1 minuto
26) Lavar em agua corrente

27) Desidratar e montar em alcool e xilol.



