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RESUMO

De acordo com a classificacdo da OMS (2008), as neoplasias de células
maduras B (NCLM-B) abrangem os linfomas de células B (LCB) e as
neoplasias de células plasmocitarias (NCP). O diagnostico das NCLM-B
é baseado nos exames morfoldgicos, fenatipicos e genéticos, associados
aos dados clinicos do paciente. No entanto, mesmo com essas
ferramentas diagndsticas, em alguns casos ndo é possivel definir o
subtipo de NCLM-B. Assim, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar os
casos de NCLM-B diagnosticados entre 2011 e 2014 e acompanhados
no HU-UFSC a fim de tracar o perfil desses pacientes. Foram incluidos
no estudo 93 pacientes adultos portadores de NCLM-B. Os subtipos
mieloma mdltiplo (MM), leucemia linfocitica cronica de células B
(LLC/LLP), linfoma difuso de grandes células B (LDGCB), linfoma
folicular (LF) e linfoma de Burkitt (LB) foram os mais frequentes,
representando 23,7%, 15,1%, 12,9%, 118% e 7,5% dos casos,
respectivamente. A idade mediana dos pacientes no momento do
diagndstico foi de 58 anos, com uma relagéo entre 0s géneros masculino
e feminino de 1,3:1. Foi observada diferenca significativa entre os
subtipos de LCB em relacdo aos parametros idade, atividade da LDH e
expressdo de Ki-67. De acordo com os indices progndsticos, observou-
se que a maioria dos pacientes portadores de MM foi estratificada como
de alto risco, enquanto que a maioria dos portadores de LLC/LLP foi
estratificada como de baixo risco. Os pacientes portadores de LB foram
0s que apresentaram maiores indices de recidiva/progressao. Para todos
0s pacientes, a frequéncia de 6bito durante o periodo de estudo foi de
31,2% e a média de sobrevida global (SG) foi de 27,6 meses. Foi
observada diferenga significativa entre os tempos de SG dos pacientes
portadores de LB daqueles com LLC/LLP, LF e LDGCB. A
concordancia entre os exames de imunofenotipagem (IMF) e de imuno-
histoquimica foi de 100%, 47,5%, 93,2%, 71,7% e 46,9%, para 0s
subtipos MM, LLC/LLP, LDGCB, LF e LB, respectivamente. Em
relacdo a expressdo fenotipica, para auxilio diagnéstico, destaca-se a
expressdo dos marcadores CD200, CD81 e CD62L nas células de
LLC/LLP; CD10, CD43 e CD81 nas células de LB; CD10 e CD95 nas
células de LF; e CD39 nas células de LDGCB. Em conclusdo, o perfil
dos pacientes diagnosticados com NCLM-B no HU-UFSC é semelhante
aquele observado na literatura e a IMF se mostrou uma excelente
ferramenta diagnostica, concordante com a IHQ.

Palavras-chaves: neoplasias de células maduras B; imunofenotipagem;
imuno-histoquimica; prognéstico.



ABSTRACT

Mature B cell neoplasms: evaluation of cases diagnosed and monitored
at the University Hospital of the Federal University of Santa Catarina
between 2011 and 2014.

According to the World Health Organization (WHO) classification
(2008), mature B-cell neoplasms (MBCN) are a heterogeneous group of
diseases that comprises B-cell lymphomas (BCL) and plasma cell
disorders (PCD). MBCN current diagnosis is usually based on a
combination of morphology, immunophenotype, recurrent cytogenetic
aberration and clinical features. However, even with these diagnostic
tools, in some cases aberrant and overlapping phenotypes often can
make the definitive diagnosis difficult. In this view, the aim of this study
was to assess the profile of patients diagnosed with MBCN and
monitored at the University Hospital of UFSC between 2011 and 2014.
The study included 93 adult patients with MBCN diagnosis. The most
frequent subtypes were multiple myeloma (MM), chronic lymphocytic
leukemia (CLL), diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL), follicular
lymphoma (FL), and Burkitt lymphoma (BL), representing 23.7%,
15.1%, 12.9%, 11.8%, and 7.5% of the cases, respectively. The median
age at diagnosis was 58 years with a male-to-female ratio of 1.3:1.
There were statistical differences in terms of age at diagnosis, LDH
levels and Ki-67 expression among BCL subtypes. According to the
prognostic indexes, it was observed that the majority of MM patients
was stratified as high risk, while the majority of CLL patients was
classified as low risk. LB patients showed the highest rates of
recurrence/progression. Regarding all patients, the incidence of death
during the study period was 31.2% and the average overall survival
(0OS) was 27.6 months. Statistical differences were found in terms of OS
between BL and CLL, BL and FL, and BL and DLBCL. The
concordance between immunophenotypic and immunohistochemical
methods were 100%, 47.5%, 93.2%, 71.7% e 46.9%, for MM, CLL,
DLBCL, FL, and BL, respectively. Regarding phenotypic expression,
the expression of CD200, CD81 and CD62L markers by CLL cells;
CD10, CD43 and CD81 by BL cells; CD10 and CD95 by FL cells; and
CD39 by DLBCL cells, were considered as relevant in order to assist
diagnosis. In conclusion, the profile of MBCN patients diagnosed and
monitored at our Institution is similar to that observed in the literature,
besides, immunophenotyping showed good concordance with
immunohistochemistry.  Keywords: mature  B-cell neoplasms;
immunophenotyping; immunohistochemistry; prognosis.
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17

1 INTRODUCAO

Atualmente, estima-se que mais de 12 milhdes de novos casos de
cancer sejam diagnosticados por ano no mundo, ocorrendo mais de sete
milhGes de mortes em decorréncia dessa doenca. Nos paises em
desenvolvimento, o aumento do nimero de casos de neoplasias se
relaciona, entre outros fatores, ao aumento da expectativa de vida da
populacdo e também ao estilo de vida adotado, o que inclui aspectos
relacionados ao tabagismo, & alimentagdo e a préatica de atividade fisica
(JEMAL et al., 2011).

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima para 0 ano de
2015, em Santa Catarina, a taxa de 472,17 e 307,22 casos de cancer para
cada 100 mil homens e mulheres, respectivamente (INCA, 2014). Além
disso, o INCA acrescenta que, em ambito nacional, os gastos do
Ministério da Salude com o atendimento desses pacientes cresceram 20%
entre os anos de 2000 e 2007, atingindo R$ 1,4 bilhado.

As neoplasias de células linfoides maduras B (NCLM-B) sédo
umas das poucas neoplasias com taxas de incidéncia crescentes para
ambos 0s géneros na Europa e nos Estados Unidos desde a década de
1970, embora exista uma reducdo desse crescimento nos ultimos anos.
A mortalidade em decorréncia dessas neoplasias na maioria dos paises
europeus aumentou até a metade da década de 1990, comegando a
declinar entre 2000 e 2004. No Brasil, Luz e Matos (2011) também
observaram essa tendéncia em um estudo que avaliou as taxas de
mortalidade por linfomas ndo-Hodgkin de 1980 a 2007 (Luz &
MATTOS, 2011). No entanto, estudos que apresentem dados de anos
mais recentes s&0 necessarios.

Desde que o Hospital Universitario da Universidade Federal de
Santa Catarina (HU-UFSC) se tornou referéncia no Estado de Santa
Catarina para o diagnostico e o tratamento de neoplasias hematoldgicas
(Portarias GM/MS n.° 2.439 de 08/12/05 e SAS n.° 741 de 19/12/05), o
nimero de casos atendidos pelo Servico de Hematologia tem aumentado
de forma consideravel. Entre eles, os mais frequentes sdo os casos de
NCLM-B, superando os casos de leucemias. Sendo assim, o Servico de
Hematologia do HU-UFSC sente a necessidade de uma revisdo dos
casos diagnosticados e acompanhados na Instituicdo, pois se entende
que, para que haja um melhor planejamento do servigo prestado, €
importante que se conhega o perfil dos pacientes atendidos.

Diversos estudos tém avaliado o perfil dos pacientes em
instituicbes de salde e o comparam com os dados nacionais e
internacionais (TEMMIM et al., 2004; Luz & MATTOS, 2011,
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OLUWASOLA et al., 2011; CASTILLO et al., 2013; COSTA et al., 2013;
GENG et al., 2013; MONDAL et al., 2014; JUNLEN et al., 2015). Esses
estudos, em geral, visam responder a alguns questionamentos, tais
como: Qual seria a frequéncia dos subtipos de NCLM-B na Instituicdo?
A apresentacdo clinica efou as caracteristicas das células neoplasicas
desses subtipos seriam relacionadas a uma melhor ou pior resposta ao
tratamento? Quais subtipos dessas neoplasias estdo mais relacionados a
infeccdo pelo HIV e/ou outros fatores de risco? Esses pacientes
apresentam um curso clinico mais agressivo? Seria possivel, no
momento do diagnostico, prever o prognéstico pela deteccdo de
determinados marcadores fenotipicos nas células neoplésicas e, assim,
direcionar o tratamento?

O que motivou a realizagcdo do presente estudo foi, além das
elevadas taxas de incidéncia das NCLM-B na Instituicdo quando
comparadas a outras neoplasias hematoldgicas, a constatacdo da
heterogeneidade entre os diferentes subtipos das NCLM-B, ndo s6 no
momento do diagnostico, mas também no seguimento dos pacientes; as
diversas formas de apresentacdo da neoplasia, de relagdo com fatores de
risco e de resposta aos protocolos de tratamento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1  CLASSIFICACAO DAS NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

A classificacdo das neoplasias dos tecidos hematopoiético e
linfoide da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (SWERDLOW, 2008),
publicada em 2001 e atualizada em 2008, representa o consenso mundial
no diagnostico desses tipos de neoplasias (CAMPO et al., 2011). A
atualizacdo dessa classificacdo estd prevista para ser publicada
eletronicamente no ano de 2015 e o livro impresso no ano de 2016. O
principio fundamental da classificagdo é o reconhecimento de diferentes
entidades de acordo com a combinacdo de diversos parametros, tais
como morfologia, fendtipo, anormalidades genéticas e caracteristicas
clinicas (CAmMPO et al., 2011). Assim, quanto mais achados fenotipicos e
moleculares novos sdo relatados, mais subtipos dessas neoplasias séo
definidos.

De forma geral, as neoplasias hematoldgicas sao classificadas de
acordo com a origem das células neoplasicas em linhagem mieloide,
linfoide e histiocitica/dendritica. As neoplasias linfoides sdo entdo
classificadas como originadas de células precursoras ou de células
maduras e, posteriormente, as derivadas de células linfoides maduras em
B, T ou natural killer (NK). Apesar de o linfoma de Hodgkin (LH) ter
origem de células B (GoBsl et al., 2013), na classificacdo da OMS é
considerado um grupo a parte (BOTTCHER et al., 2010) (Figura 1).

Figura 1 — Fluxograma da classificacdo das neoplasias de células linfoides de
acordo com a classificacdo da OMS de 2008
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Fonte: Adaptado de: SWERDLOW, 2008.
Nota;: OMS: Organizagdo Mundial da Salde; LLA-B e -T: leucemia
linfoblastica aguda de células B e de células T; DLAIL doengas
linfoproliferativas associadas a imunodeficiéncia.
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2.2 NEOPLASIAS DE CELULAS LINFOIDES MADURAS B

De acordo com a classificacdo da OMS de 2008, as NCLM-B
abrangem os linfomas de células B (LCB) e as neoplasias de células
plasmocitarias (NCP) (SwerbDLOw, 2008) (Quadro 1). A classificacdo
das NCLM-B ¢ de grande importancia para a defini¢cdo do tratamento a
ser aplicado a cada paciente, uma vez que essas neoplasias apresentam
diferentes apresentagBes clinicas que variam de extremamente
agressivas a indolentes (KUPPERS, 2005).

Essa classificacdo distingue mais de 30 entidades de NCLM-B.
Algumas dessas entidades tém carater provisorio (tricoleucemia
variante), outras sdo extremamente raras (doencas de cadeia pesada),
além de outras serem definidas por caracteristicas clinicas (linfoma de
grandes células B originado de Doenca de Castleman multicéntrica
associada ao herpes-virus humano-8). Foram também criadas entidades
gue representam neoplasias de carater intermediario entre duas outras
neoplasias, como o LCB, inclassificAvel, com aspectos intermediérios
entre linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) e linfoma de
Burkitt (LB), e aquelas associadas a um tecido ou uma localizagédo
anatbmica em particular (LDGCB primério cutaneo, tipo da perna)
(BOTTCHER et al., 2010).
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Quadro 1 — Classificagdo de tumores dos tecidos hematopoiético e linfoide da
OMS de 2008
Neoplasias de células linfoides maduras B
Leucemia linfocitica cronica de células B/linfoma linfocitico de pequenas células
(LLC/LLP)
Leucemia prolinfocitica B
Linfoma da zona marginal esplénica
Tricoleucemia
Linfoma esplénico de células B, inclassificavel
Linfoma esplénico difuso da polpa vermelha, de linfocitos B pequenos
Tricoleucemia variante
Linfoma linfoplasmacitico
Macroglobulinemia de Waldenstrom
Doengas de cadeia pesada
Neoplasias de células plasmocitarias
Gamopatia monoclonal de significado indeterminado (do inglés, MGUS)
Mieloma multiplo
Plasmocitoma solitario do osso
Plasmocitoma extradsseo
Doengas de deposicdo de imunoglobulinas monoclonais
Linfoma da zona marginal extranodal de tecido linfoide associado a mucosa (MALT)
Linfoma da zona marginal nodal
Linfoma folicular
Linfoma centrofolicular primario da pele
Linfoma de células do manto
Linfoma difuso de grandes células B (LDGCB), ndo especificado
LDGCB rico em células T e histiocitos
LDGCB do sistema nervoso central
LDGCB da pele, tipo “da perna”
LDGCB EBV-positivo do idoso
LDGCB associado a inflamagdo créonica
Granulomatose linfomatoide
Linfoma de grandes células B do mediastino (timico)
Linfoma de grandes células B intravascular
Linfoma de grandes células B ALK-positivo
Linfoma plasmablastico
Linfoma de grandes células B com origem na Doeng¢a de Castleman multicéntrica
associada ao HHVS
Linfoma primério de efusdes
Linfoma de Burkitt
LCB, inclassificavel, com aspectos intermediarios entre LDGCB e Linfoma de Burkitt
LCB, inclassificavel, com aspectos intermediarios entre LDGCB e Linfoma classico
de Hodgkin

Fonte: SWERDLOW, 2008.
Nota: Texto em italico: novas entidades incluidas na atualizagdo de 2008. OMS:
Organizacdo Mundial da Saude.
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Em 1832, o médico inglés Thomas Hodgkin foi o primeiro a
relatar uma série de casos de pacientes portadores de uma doenca
(HoDGKIN, 1832) que, posteriormente, foi reconhecida como LH.
Histologicamente, essa neoplasia apresenta caracteristicas inflamatorias
e a presenca de 0,1% a 2% de um infiltrado neoplésico, o qual é
composto de células grandes denominadas células de Reed-Sternberg
(STEIN, 2008; SWERDLOW et al., 2008; KUPPERS et al., 2012). A partir
desse momento, os outros subtipos de linfomas que ndo apresentavam
essa caracteristica histologica foram denominados de linfomas néo-
Hodgkin (LNH) (HOFFBRAND et al., 2004). Atualmente, a nomenclatura
LNH estd em desuso. De acordo com a classificagdo da OMS de 2008,
utiliza-se a denominacdo LCB ou linfoma de células T/NK (JAFFE et al.,
2008).

Os LCB representam um grupo bastante heterogéneo de
neoplasias com diferentes comportamentos clinicos e caracteristicas
patolégicas e epidemioldgicas. Essas neoplasias comumente tém origem
nos linfonodos, mas podem ocorrer em praticamente todos os tecidos:
denominados sitios extranodais, dentre os quais 0 mais comum € o trato
gastrointestinal (SHANKLAND et al., 2012). A apresentacdo clinica
depende do sitio de envolvimento, do subtipo de LCB e da presenca ou
auséncia dos chamados sintomas B ou sintomas constitucionais: perda
de peso de mais de 10%, sudorese noturna e febre de mais de 38° C. Em
aproximadamente dois tercos dos pacientes ha linfoadenopatia indolor,
que pode variar em tamanho (SHANKLAND et al., 2012).

As denominadas NCP, outro grupo de NCLM-B, séo doencas
prevalentes em pacientes idosos e compreendem mieloma multiplo
(MM), plasmocitoma, leucemia de células plasmocitarias (LCP),
macroglobulinemia de Waldenstrom e gamopatia monoclonal de
significado indeterminado (MGUS) (PAIVA et al., 2010). Dentre as
NCP, o MM é caracterizado pela infiltracdo da medula dssea (MO) por
células plasmocitérias clonais, pela produgdo de imunoglobulina
monoclonal (paraproteina) e por outras condicdes clinicas, tais como
lesbes osteoliticas, disfuncdo renal, hipercalcemia e anemia (HAMEED et
al., 2014).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

Segundo dados do GLOBOCAN (2012), os linfomas foram
considerados, mundialmente, como a neoplasia hematoldgica mais
frequente em ambos os géneros. A taxa de incidéncia estimada é de 6,0
e 4,1/100 mil para homens e mulheres, respectivamente, sendo maior
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gue a taxa de incidéncia estimada para leucemias e MM (Figura 2)
(GLOBOCAN, 2012). Em ambito mundial, os linfomas representam de 3
a 4% de todas as neoplasias malignas (ROMAN & SMITH, 2011).

Figura 2 — Frequéncias estimadas de cancer para 0s géneros masculino (A) e
feminino (B)

A
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| |Linfoma de Hodgkin 0,8%
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Fonte: Adaptado de: ROMAN & SMITH, 2011; GLOBOCAN, 2012.

Nota: Em destaque as frequéncias de linfomas ndo-Hodgkin, leucemias,
mieloma mdltiplo e linfoma de Hodgkin. (A) género masculino e (B) género
feminino.

Para 0 ano de 2015, no Brasil, é estimada a incidéncia de 9.790
novos casos de linfoma, dos quais 4.940 em homens e 4.850 em
mulheres (INCA, 2014).

Esses dados corroboram o fato de que as neoplasias de origem
linfoide séo geralmente mais comuns no género masculino e de que essa
diferenga € mais pronunciada em paises menos desenvolvidos. Além
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disso, essa diferenca se acentua quando se analisam pacientes com
idades mais avancadas ao diagndstico (MULLER et al., 2005; ROMAN &
SMITH, 2011).

Em relagcdo ao MM, os dados do Surveillance Epidemiology and
End Results (SEER) demonstram que essa neoplasia representa 1% de
todas as neoplasias malignas, com aproximadamente 120 mil casos
novos por ano, em ambito mundial. Com uma idade mediana ao
diagnostico de 70 anos e com o constante envelhecimento da populacéo,
estima-se que cerca de 350 mil novos casos sejam diagnosticados no ano
de 2050 (LUDWIG et al., 2014).

Esses dados demonstram a relevancia das NCLM-B no conjunto
dos tipos de neoplasias que afetam a populagéo brasileira, assim como a
mundial. Apesar dos avangos na area da pesquisa epidemioldgica
relacionada &s neoplasias hematol6gicas, especialmente com a aplicagéo
de classificagbes mais criteriosas, acredita-se que esses dados
epidemioldgicos ainda podem estar subavaliados devido a dificuldade
de diagndstico encontrada em muitos paises, além da presenca de
sintomas inespecificos, o que pode resultar no atraso do diagnostico e
consequentemente no aumento da mortalidade (ROMAN & SMITH,
2011).

24  ORIGEM

Do total de casos de linfomas diagnosticados, cerca de 85% a
90% sdo originados de células B. Essa frequéncia se deve a influéncia
de inimeros fatores relacionados a diferenciacdo das células B em
células plasmocitarias e a patogénese das neoplasias originadas nessas
células (KupPPERS, 2005).

O desenvolvimento normal das células B abrange diferentes
estagios que tém inicio nos 6rgdos linfoides primarios (MO e timo), com
subsequente diferenciacdo nos tecidos linfoides secundarios, tais como
linfonodos e baco. Durante esses estagios de desenvolvimento, diversas
modificagBes genéticas ocorrem a fim de formar os receptores e as
imunoglobulinas essenciais para uma resposta imune normal. No
entanto, essas modificacGes podem levar a ocorréncia de anormalidades
genéticas que podem originar uma neoplasia (NOGAI et al., 2011).

Inicialmente, na MO, para o desenvolvimento das células B, ha a
necessidade de uma recombinacdo aleatoria de genes que codificam as
regides variaveis das cadeias leves e pesadas das imunoglobulinas a fim
de formar o receptor de células B (BCR) mediado por um processo
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chamado recombinacdo V (D) J (KUPPERS et al., 1999; NOGAI et al.,
2011). Esse processo envolve quebras no &cido desoxirribonucleico
(DNA) de fita dupla e, posteriormente, em células normais, ativagao dos
processos de reparacdo de DNA (SHANKLAND et al., 2012). Apoés a
recombinacdo V (D) J, apenas as células que adquiriram genes das
regides variaveis das cadeias leves e pesadas capazes de serem
codificados em proteina sobrevivem, enquanto as demais entram em
apoptose. As células B que expressam o receptor BCR, denominadas
células B maduras ou virgens, saem da MO (NoGAI et al., 2011).
Paralelamente, por um processo de selecdo negativa, as células B com
um receptor BCR autorreativo sdo eliminadas (DELFA, 2011).

Apos sair da MO e alcangar os tecidos linfoides secundarios em
uma regido chamada de centro germinativo (CG), as células B maduras
entram em contato com 0s antigenos e, dessa forma, sdo ativadas
(NoGAl et al., 2011). Esse processo é denominado reacdo do CG,
durante o qual as células sofrem dois diferentes processos de
modificacdo em seu DNA: 1) recombinacéo de troca de classe (RTC) de
imunoglobulina, em que a classe de imunoglobulina pode variar de IgM
para IgG, IgA ou IgE; e 2) hipermutagdo somatica (HS), em que a regido
variavel da cadeia leve (IgV) sofre mutacdo, criando a afinidade de um
clone de células B a um antigeno especifico (SHANKLAND et al., 2012).
Posteriormente ao processo de reacdo do CG, as células B se
diferenciam em células de memoria ou em células plasmocitarias (ver
Figura 3) (NoGAlI et al., 2011).

A ocorréncia de um erro em alguma etapa dos trés processos de
recombinacdo génica envolvidos no desenvolvimento das células B
pode contribuir para a formagdo de translocagdes cromossémicas e,
consequentemente, para o desenvolvimento de uma NCLM-B. Em
relacio ao processo de HS, pode-se dividir molecularmente as
neoplasias de acordo com a passagem ou ndo das células clonais por
esse processo de mutacdo na IgV (SHANKLAND et al., 2012). Além
disso, de acordo com o local de origem da neoplasia, nesse caso mais
especificamente para LCB, divide-se como CG ou ndo CG (NOGAI et
al., 2011). De acordo com a avaliacdo da expressdo génica, foi definido
o perfil das células derivadas do CG. Assim, observou-se que as células
de leucemia linfocitica cronica de células B/linfoma linfocitico de
pequenas células (LLC/LLP) ndo apresentavam esse padrdo de
expressao génica, enquanto as células de linfoma folicular (LF)
expressavam um perfil fortemente sugestivo da origem no CG. As
células de LDGCB expressavam de forma heterogénea os genes do
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perfil do CG, indicando origem em estagios tanto dentro do CG quanto
fora do CG (ALIZADEH & STAUDT, 2000).
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Figura 3 — Origem das neoplasias de células linfoides maduras B
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Fonte: Adaptado de: DELFA, 2011; NOGAI et al., 2011.

Notas: As NLCM-B podem ter origem em diferentes estagios da diferenciacdo das células B. Em destaque nos retangulos azuis, 0s trés processos
de recombinagdo génica que sdo eventos criticos para o possivel desenvolvimento de uma neoplasia. A recombinacdo V (D) J, que ocorre na MO
com a finalidade da formag&o do receptor BCR, e a RTC e a HS que ocorrem no CG dos tecidos linfoides secundarios, como os linfonodos. A
reacdo do CG termina com a diferenciacdo das células B em células B de memdria ou efetoras secretoras de Ig (células plasmocitérias). Em
destaque nos retangulos alaranjados, os principais tipos de NLCM-B de acordo com os momentos da diferenciagdo em que comumente tém
origem. NCLM-B: neoplasias de células linfoides maduras B; MO: medula 6ssea; BCR: receptor de células B; RTC: recombinacédo de troca de
classes; HS: hipermutagdo somatica; 1g: imunoglobulina; LLC/LLP: leucemia linfocitica cronica de células B/linfoma linfocitico de pequenas
células; LCM: linfoma de células do manto; LF: LF; LDGCB: linfoma difuso de grandes células B; LB: LB; LZM: linfoma da zona marginal;

TL.: tricoleucemia; MM: mieloma multiplo.
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2.5 FATORES DE RISCO

E de extrema importancia a investigacio epidemioldgica dos
fatores de risco ambiental e genético, os quais podem explicar o
aumento da incidéncia de NCLM-B ao longo das Ultimas décadas
(BAssIG et al., 2012).

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um
dos fatores de risco que estad mais bem descrito como fator associado ao
desenvolvimento de NCLM-B, especialmente de LCB. O risco relativo
de desenvolver um linfoma é de 60 a 400 vezes maior em pacientes
infectados pelo HIV quando comparados & populagdo em geral, sendo
na maior parte dos casos linfomas de alto grau com envolvimento de
sitios extranodais. Esse risco extremamente elevado parece estar
relacionado a varios fatores, tais como as propriedades retrovirais do
virus, a imunossupresséo e a desregulacdo de citocinas causadas pela
prépria infeccdo ou por infecgdes oportunistas de outros virus com
afinidade a linfdcitos, tais como virus Epstein-Barr (EBV), herpes-virus
humano-8 (HHV8) e virus T-linfotrépico humano (HTLV-I) (GROGG et
al., 2007; BASSIG et al., 2012).

O aumento da frequéncia de LCB relacionado ao EBV,
principalmente em pacientes com imunodeficiéncias primarias e
adquiridas, pode estar relacionado a maior sobrevida de pacientes HIV
soropositivos, ao nimero crescente de transplantes de 6rgdos e ao uso
mais amplo de quimioterapicos como a fludarabina (TAO & WASIK,
2001). Aproximadamente 50% dos casos de LDGCB HIV-soropositivos
apresentam infeccdo pelo EBV, enquanto que cerca de 30% dos casos
de LB sdo associados a essa infecgdo (HJIALGRIM & ENGELS, 2008).

Além disso, hé evidéncias que sugerem que a infeccao pelos virus
da hepatite B (HBV) e C (HCV) também pode elevar o risco de
desenvolvimento de linfomas, porém os resultados desses estudos ainda
sdo inconclusivos (BASSIG et al., 2012). De fato, o HCV tem sido
associado a alguns casos de linfoma linfoplasmacitico, linfoma da zona
marginal nodal (LZMN), linfoma da zona marginal esplénica (LZME) e
LDGCB (JAFFE et al., 2008). Em conjunto, estudos sugerem que o0 HCV
contribui diretamente para a proliferacdo linfoide em alguns subtipos de
linfomas (HJALGRIM & ENGELS, 2008).

Por outro lado, ja estd bem estabelecido o envolvimento da
inflamagcdo causada por diversos agentes infecciosos com o
desenvolvimento de linfomas da zona marginal extranodal de tecido
linfoide associado & mucosa (MALT), os quais tém sido considerados
importantes alvos terapéuticos (FERRERI et al., 2004; KIESEWETTER &
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RADERER, 2013). De fato, a lista de agentes infecciosos associados a
linfomas tem crescido juntamente com as recentes investigacdes
moleculares e, atualmente, compreendem cinco membros distintos:
Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni, Borrelia burgdorferi,
Chlamydophila psittaci e HCV, os quais tém sido associados ao linfoma
MALT gastrico, a doenga linfoproliferativa do intestino delgado, ao
linfoma MALT cutineo, ao linfoma MALT ocular e LZME,
respectivamente (SAGAERT et al., 2007; AIGELSREITER et al., 2011;
ZuccA et al., 2014).

Diversos estudos epidemiolégicos reportaram que ha um aumento
no risco de desenvolvimento de NCLM-B em pacientes portadores de
algumas doencas autoimunes, como sindrome de Sjogren, lUpus
eritematoso sistémico, doenca celiaca e artrite reumatoide (BASSIG et
al., 2012).

Em relagdo ao tabagismo, os resultados dos estudos ndo séo
concordantes: enquanto alguns ndo encontraram associagdo entre o
habito de fumar e o maior risco de desenvolver NCLM-B (WILLETT et
al., 2004; FERNBERG et al., 2006), outros suportam uma modesta
associacdo entre o tabagismo e o risco mais elevado de desenvolvimento
de LF (MORTON et al., 2005; SCHOLLKOPF et al., 2005; GIBSON et al.,
2013).

A exposicdo ambiental a agentes tdxicos, tais como pesticidas,
dioxina, solventes e 6leos, também é um fator de risco intensamente
estudado (SCHINASI & LEON, 2014). Estudos de diversos paises sugerem
um aumento do risco de desenvolver NCLM-B, tanto LCB como MM,
com o uso de alguns tipos de pesticidas (inseticidas, fungicidas e
herbicidas). Como exemplo, pode-se citar o estudo realizado por
Alavanja e colaboradores (2014), em que foi observada uma associacao
significativa entre LCB e os pesticidas lindano (organoclorado) e DDT
(diclorodifeniltricloroetano) (ALAVANJA et al., 2014). Além disso, uma
meta-analise publicada em 2007 observou a associagdo significativa
entre exposicdo a pesticidas e neoplasias hematol6gicas, incluindo
NCLM-B (MERHI et al., 2007).

2.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Segundo os critérios estabelecidos pela OMS, o diagnoéstico das
NCLM-B ¢ realizado somando-se as informacdes fornecidas pelos
resultados laboratoriais com as caracteristicas clinicas do paciente
(SWERDLOW et al., 2008). Na maioria dos casos, a avaliacdo da
morfologia, da imuno-histoquimica (IHQ) e da imunofenotipagem por
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citometria de fluxo (IMF) ¢ suficiente para definir o diagndstico. Além
disso, diversas NCLM-B apresentam anormalidades genéticas que, se
forem detectadas por citogenética e biologia molecular, podem ser
muito uteis para o diagnostico diferencial (JAFFE et al., 2008).

Até pouco tempo atras, o diagnostico das NCLM-B era realizado
apenas pela observagdo morfoldgica das células neoplédsicas (BRAYLAN,
2004). Posteriormente, a IHQ se tornou uma ferramenta essencial para o
diagnoéstico dessas neoplasias. Entretanto, apesar de esse método
apresentar alta especificidade diagndstica, a influéncia de diversos
fatores e a falta de padronizagdo entre os laboratorios tém ocasionado
resultados inconsistentes (LIN & CHEN, 2014). Além disso, esse ¢ um
método moroso e com sensibilidade por vezes limitada (EL-SAYED et
al., 2008). Nesse sentido, estudos mostram que a IMF é um método
bastante rapido e altamente sensivel (BRAYLAN, 2004).

Por mais de duas décadas, a IMF tem fornecido informagoes
relevantes para o diagnodstico, a classificacdo e o monitoramento de
neoplasias hematologicas (VAN DONGEN et al., 2012). Em 1997, um
artigo de revisdo escrito por Jennings e Foon (1997) trouxe em seu titulo
os recentes avangos da citometria de fluxo e a aplica¢do no diagnostico
de neoplasias hematolégicas malignas (JENNINGS & FOON, 1997).

Nos dias atuais, a IMF ¢ amplamente utilizada para a
identificagdo, a quantificagdo e a caracterizagdo de células normais,
reativas e malignas em laboratérios clinicos ¢ de pesquisa (VAN
DONGEN et al., 2012; PEDREIRA et al., 2013). Essa metodologia avalia
individualmente células em suspensdo em relagdo a presenca e a
auséncia de antigenos especificos, ou seja, o fenotipo celular. Assim,
quando o exame de IMF ¢ solicitado para determinada amostra
bioldgica, € necessario tomar uma decisdo em relacdo aos antigenos que
serdo avaliados. Essa decisdo ¢ baseada no tipo de amostra bioldgica
recebida, na indicagdo clinica, na historia clinica do paciente, nos
achados morfologicos e, se possivel, no histérico de exames de IMF
(CRAIG & FOON, 2008).

Os anticorpos monoclonais utilizados no diagnostico das
neoplasias sdo desenvolvidos contra epitopos de particulas presentes na
superficie dos leucdcitos denominadas clusters of differentiation (CD).
A nomenclatura dos CDs foi proposta e estabelecida na primeira
Conferéncia ¢ Workshop Internacional dos Antigenos de Diferenciagdo
Leucocitarios Humanos (HLDA), que ocorreu em Paris em 1982.
Atualmente, foram identificados mais de 350 CDs, muitos dos quais sdo
utilizados largamente na area da pesquisa basica, no diagndstico de
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imunodeficiéncias e de neoplasias € no monitoramento e tratamento de
algumas doengas (ZU et al., 2009).

A preparagdo da amostra (células em suspensdo) em geral
envolve a lise dos eritrocitos ¢ a marcagdo dos leucocitos com
anticorpos conjugados a fluorocromos. Resumidamente, ao passar pelo
sistema hidrodindmico e 6ptico do citometro de fluxo, as células sdo
avaliadas em relagdo a diversos parametros, tais como: o tamanho,
avaliado pelo forward scatter (FSC), a complexidade interna, avaliada
pelo side scatter (SSC), e a emissdo da fluorescéncia, a qual ¢
proporcional a quantidade de antigeno que se ligou ao anticorpo
conjugado a determinado fluorocromo (DE TUTE, 2011). Apds a
aquisicdo dos dados, hd a conversdo dos sinais Opticos em eletronicos,
os quais sdo analisados em um computador com auxilio do software de
analise (PEDREIRA et al., 2013) (Figura 4).
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Figura 4 — Representacéo esquematica do funcionamento do citdmetro de fluxo
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Fonte: Adaptado de: PEDREIRA et al., 2013.

Nota: As células passam alinhadas individualmente por uma cadmara de fluxo e
cruzam os feixes de trés lasers (azul, vermelho e violeta). O detector forward
light scatter (FSC) estd posicionado em frente aos feixes de lasers e coleta a
informagdo do tamanho celular. J& o detector side light scatter (SSC) esta
posicionado a um angulo de 90° dos feixes de lasers e coleta a informacédo da
complexidade interna da célula. Os detectores de fluorescéncia também estdo
posicionados a 90° dos feixes de lasers e coletam a informagdo da fluorescéncia
emitida quando ha a ligacdo dos antigenos aos anticorpos conjugados aos
fluorocromos.

Essa metodologia é considerada altamente especifica, pois avalia
um grande numero de antigenos celulares simultaneamente, e altamente
sensivel, pois pode detectar pequenas quantidades de diferentes
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populacdes celulares. Além disso, a partir da IMF, pode-se ter acesso as
seguintes informacdes: linhagem celular, estdgio do desenvolvimento
celular, presenga de populagdes clonais e fendtipo detalhado da
populacgdo de interesse (DE TUTE, 2011).

Assim, a IMF € indispensavel para o diagnostico das NCLM-B
por detectar a presenga de células linfoides B maduras anormais ou
clonais, identificar alvos terapéuticos para tratamento com anticorpos
(imunoterapia) e fornecer informacgdes em relacdo ao prognostico dos
pacientes (CRAIG & FOON, 2008).

Habitualmente, as NCLM-B séo originadas a partir de um Gnico
clone de células neoplésicas, o qual é reconhecido pela presenca de
cadeia leve de Ig do tipo kappa (Igk) ou lambda (Igh). Esse fato
diferencia do padrédo policlonal (kappa e lambda), que ocorre na grande
maioria dos casos de linfocitose reativa e nas células B normais (REGO
& SANTOS, 2009) (ver Figura 5). Para a avaliagdo de clonalidade,
utiliza-se a relacdo entre os linfocitos B que expressam cadeia leve do
tipo kappa e aqueles que expressam cadeia leve do tipo lambda. Assim,
é considerada policlonal a populacéo linfocitaria que apresenta o valor
da relacdo kappa/lambda entre 0,5 e 3,0 (WITzIG et al., 1990; SEGAL et
al., 1991).

No entanto, embora a detec¢do de populagdes monoclonais para a
cadeia leve seja extensamente usada como sindbnimo de neoplasia, uma
andlise cuidadosa se faz necessaria, pois existem relatos de
monoclonalidade em populagBes linfocitarias reativas (REGO &
SANTOS, 2009).
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Figura 5 — Dot plots ilustrativos que mostram a clonalidade das células linfoides
B maduras e das células plasmocitérias

A B

Lambda

Kappa
Fonte: Elaborada pela autora.
Notas: As células linfoides B maduras foram selecionadas pelo marcador CD19
e CD20; e as células plasmocitarias foram selecionadas pelo marcador CD38 e
CD138. A) células linfoides B maduras policlonais em amostra de sangue
periférico; B) células linfoides B maduras monoclonais, com restri¢do de cadeia
leve do tipo lambda, em amostra de aspirado de linfonodo; C) células
plasmocitarias policlonais em amostra de medula dssea; D) células
plasmocitarias monoclonais, com restricdo de cadeia leve do tipo kappa, em
amostra de medula 6ssea.

Desde a sua implantacdo no Setor de Onco-Hematologia da
Divisdo de Andlises Clinicas do HU/UFSC (DACL-HU), em junho de
2011, a IMF tem sido aplicada no estudo das NCLM-B. De 2011 até o
inicio de 2013, o diagndstico por IMF no Setor de Onco-Hematologia da
DACL-HU era realizado com a utilizacdo de um painel de quatro cores,
ou seja, composto de anticorpos monoclonais conjugados a quatro
fluorocromos diferentes. Entre os meses de marco e abril de 2013, foi
implantado o painel de oito cores baseado nas recomendacbes do
consorcio internacional Euroflow, no qual ha uma maior possibilidade
de combinacdo de anticorpos monoclonais que contribuem para
responder a maioria das questdes clinicas (VAN DONGEN & ORFAO,
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2012). No momento, esse setor faz parte de um dos poucos Servigos
brasileiros que utilizam a IMF com o painel de oito cores completo no
diagndstico e no acompanhamento de pacientes em um hospital publico.

O consorcio Euroflow é formado por 19 grupos de pesquisa e
uma empresa associada, compostos de profissionais com ampla
experiéncia em citometria de fluxo e diagnéstico molecular. Desde
2005, quando foi formado, esse consércio tem publicado estudos em
relacdo ao desenvolvimento, a padronizacdo e a validacdo de testes com
alta sensibilidade para o diagndstico e o acompanhamento dos pacientes
portadores de neoplasias hematoldgicas (EUROFLOW, 2015).

Os painéis desenvolvidos pelo consércio Euroflow foram testados
em diversas amostras normais, reacionais e neoplasicas até o
estabelecimento da combinacdo ideal de anticorpos monoclonais. O
fluxo de investigacdo diagnostica das NCLM-B por IMF se inicia com
um painel de triagem de células linfoides, com o qual é possivel
discriminar células neoplasicas de células normais ou reacionais pela
deteccdo de fendtipos aberrantes e de populagdes clonais (Quadro 2)
(VAN DONGEN et al., 2012).

Quadro 2 — Painel de triagem de células linfoides do consorcio Euroflow

Fluorocromos e marcadores
PacB  PacO FITC PE PC5 PECy7 APC APCCy7
CD4 CD8 CD56 CD19

o0 P go  wex D5 rcmys  CD3 CD38

Fonte: Adaptado de: VAN DONGEN et al., 2012.

Nota: PacB: pacific blue; PacO: pacific orange; FITC: fluoresceina; PE:
ficoeritrina; PC5: ficoeritrina-cianina; PECy7: ficoeritrina-cianina 7; APC:
aloficocianina; APCCy7: aloficocianina cianina 7; slgk: cadeia leve kappa de
superficie; sIgk: cadeia leve lambda de superficie; TCRyd: TCR gama delta.

Apo6s a deteccdo de uma populacdo de células anormais ou
monoclonais pelo painel de triagem linfoide, segue-se a investigacdo do
fendtipo detalhado dessas células. Para isso, utiliza-se o painel “doengas
linfoproliferativas cronicas B” em caso de suspeita de LCB e o painel
“neoplasias de células plasmocitarias” em caso de suspeita de MM ou
outra NCP, ambos desenvolvidos pelo grupo Euroflow (ver Quadros 3 e
4). Esses painéis objetivam avaliar o fenotipo de células clonais
detectadas pelo painel de triagem e estabelecer o subtipo do LCB ou de
NCP.
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Quadro 3 — Painel doencas linfoproliferativas de células B do consércio
Euroflow

Fluorocromos e marcadores
PacB PacO FITC PE PC5  PECy7 APC APCCy7
CD20 CD45 CD23 CD10 CD79% CD19 CD200 CD43

CD20 CD45 CDa31 LAll R- CDllc CD19 sigM CD81
CD20 CD45 CD103 CD9 CD22 CD19 CXCR5 CD49d
CD20 CD45 CD62L CD39 HIID_IQ\- CD19 CD27 X

Fonte: Adaptado de: VAN DONGEN et al., 2012.

Notas: Em destaque, marcadores incluidos no painel de oito cores. PacB: pacific
blue; PacO: pacific orange; FITC: fluoresceina; PE: ficoeritrina; PC5:
ficoeritrina-cianina; PECy7: ficoeritrina-cianina 7; APC: aloficocianina;
APCCy7: aloficocianina cianina 7; slgM: IgM de superficie; X: nenhum
marcador inserido.

Quadro 4 — Painel neoplasias de células plasmocitarias do consércio Euroflow

Fluorocromos e marcadores
PacB PacO FITC PE PC5 PECy7 APC APCCy7
CD45 CD138 CD38 CD56 B2M CD19 cylgk cylgh
CD45 CD138 CD38 <CD28 CD27 CD19 CD117 CD81

Fonte: Adaptado de: VAN DONGEN et al., 2012.

Notas: Em destaque, marcadores incluidos no painel de oito cores. PacB: pacific
blue; PacO: pacific orange; FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE:
ficoeritrina; PC5: ficoeritrina-cianina; PECy7: ficoeritrina-cianina 7; APC:
aloficocianina; APCCy7: aloficocianina cianina 7; B2M: beta-2-microglobulina;
cylgk: cadeia leve kappa de citoplasma; cylgAh: cadeia leve lambda de
citoplasma.

Apesar de os painéis de oito cores serem muito informativos,
alguns diagndsticos diferenciais entre os subtipos de NCLM-B néo
podem ser completamente esclarecidos, especialmente quando ocorre
sobreposicdo fenotipica, ou seja, expressdo de marcadores em comum
entre os diferentes subtipos de NCLM-B ou presenca de fendtipos
atipicos. Além disso, alguns marcadores fenotipicos ainda ndo possuem
relacdo estabelecida com a classificacdo ou com o progndstico dessas
doencas. Sendo assim, a intensidade de expressao desses marcadores e a
sua relevancia devem ser investigadas.

Além da IMF, os exames anatomopatoldgicos e imuno-
histoquimicos também fazem parte da rotina laboratorial no diagndstico
e no acompanhamento dos pacientes portadores de NCLM-B no
HU/UFSC. De fato, esses métodos sdo considerados as principais
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ferramentas para a realizagcdo do diagnostico de linfomas (ZHANG &
AGUILERA, 2014). Na analise morfologica das células obtidas por
bidpsias de tecidos linfoides, observa-se se ha alteracbes na arquitetura
do tecido, tanto nas regides foliculares (CG, zona do manto e zona
marginal) quanto nas regides de células T (&rea interfolicular). Quando
uma populacéo anormal estiver presente, deve-se determinar o tamanho
celular e as caracteristicas do ndcleo com presenca ou auséncia de
nucléolos. Além disso, é importante verificar se ha presenca de
componente reacional. Em sitios extranodais, avalia-se a localiza¢do
anatdmica da amostra, a evidéncia de invasdo epitelial e vascular e a
presenca de zonas de necrose (HIGGINS et al., 2008).

Apos a andlise morfoldgica, a investigacdo diagnostica segue
com a IHQ para trés finalidades: avaliar o fenétipo de uma populagédo
anormal detectada morfologicamente, caracterizar uma populacdo
anormal identificada pela citometria de fluxo e rastrear populagfes de
células reacionais a fim de determinar se ha pequenas populacdes de
células anormais presentes concomitantemente na amostra (HIGGINS et
al., 2008).

Na técnica de IHQ, o material biolégico é fixado e processado em
blocos de parafina. Posteriormente, laminas muito finas do bloco de
parafina sdo colocadas em contato com os anticorpos. De forma mais
comum, a ligacdo dos anticorpos aos antigenos é revelada por uma
reacdo enzimatica, em que o anticorpo é conjugado a uma enzima, como
uma peroxidase, responsavel por catalisar a reacdo com consequente
producdo de coloragdo (ver Figura 6). Atualmente, mais de 200 tipos de
anticorpos estdo disponiveis para auxiliar no diagnéstico de neoplasias
hematoldgicas e ndo hematoldgicas e na deteccdo de alguns tipos de
virus, como, por exemplo, o citomegalovirus (LIN & CHEN, 2014).
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Figura 6 — Cortes histoldgicos de amostra de ganglio linfatico comprometido
por linfoma folicular analisado pela técnica de imuno-histoquimica

bl
& o

Fonte: (TAKATA et al., 2009).
Nota: Observa-se que o foliculo apresenta um infiltrado uniforme de células
pequenas (A), as quais expressam CD20 (B), CD10 (C) e Bcl-2 (D).

Apesar do desenvolvimento tecnoldgico e da introducdo de novos
marcadores para aprimorar o diagnéstico das NCLM-B por IMF e IHQ,
em alguns casos nao é possivel definir com clareza o subtipo de NCLM-
B. Nesses casos, ha a necessidade de avaliar as anormalidades genéticas
presentes nessas neoplasias. Diversas translocagdes cromossdmicas sdo
relacionadas a um subtipo de NCLM-B especifico, como, por exemplo,
a t(11;14) com o linfoma de células do manto (LCM), a t(14;18) com o
LF, a t(8;14) e variacdes com o LB e a t(11;18) com o linfoma MALT
(JAFFE et al., 2008).

O principal objetivo do exame molecular no diagndstico das
NCLM-B é a detec¢do da clonalidade, de translocagfes cromossdmicas
e de anormalidades genéticas. Atualmente, as técnicas moleculares
podem ser utilizadas de forma isolada ou em conjunto. Entre elas, pode-
se citar a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a hibridizacéo
fluorescente in situ (FISH), a hibridizacdo genémica comparativa e 0
microarray ou perfil de expressao génica (KOCJAN, 2005).
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2.7 PROGNOSTICO

A definicdo do tratamento dos pacientes portadores de um
subtipo de NCLM-B envolve a anélise de informacdes que vao além do
diagnostico de determinado subtipo de neoplasia. Pacientes com o
mesmo diagndstico podem apresentar condigdes clinicas, perfis
moleculares e prognoésticos notavelmente diferentes. Dessa forma, a
estratificacdo de acordo com os indices e 0os marcadores progndsticos
celulares e moleculares permite a identificagdo de subgrupos de
pacientes que podem necessitar de uma abordagem terapéutica
alternativa (SEHN, 2006).

2.7.1 Indices prognésticos

Estabelecer o diagnodstico de uma neoplasia com agilidade e
exatidao é apenas o primeiro passo na conduta clinica a ser tomada com
0 paciente. A decisdo sobre o0 inicio e o tipo de tratamento é muitas
vezes influenciada por parametros adicionais, tais como, as dosagens
bioguimicas, os marcadores celulares, os indices progndsticos e os testes
moleculares. Um dos fatores prognosticos mais importantes é o
estadiamento, ou seja, a determinacdo do grau de invasdo de diferentes
tecidos pelas células neoplasicas, o que indica a agressividade da
doenca. O estadiamento é incorporado aos indices de progndstico, os
guais podem variar de acordo com o tipo de NCLM-B (GORczycA,
2011).

De forma geral, para a avaliagio do prognoéstico, sdo
considerados 0s seguintes fatores: idade, género, estadiamento,
porcentagem de células patoldgicas, doenca bulky, envolvimento da
MO, presenca de sintomas B, performance status (bem-estar geral do
paciente), velocidade de hemossedimentacdo (VHS), atividade da
lactato desidrogenase (LDH) e concentracdo sérica de beta-2-
microglobulina (B2M), anemia e trombocitopenia (ARCAINI et al.,
2012). A doenca bulky é definida por linfonodomegalia maior que 10
centimetros ou que represente mais de um terco do tamanho do
mediastino (CULTRERA & DALIA, 2012). O performance status pode ser
estimado por um sistema de pontuacdo publicado pelo Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG). Esse sistema, desenvolvido em
1960, define seis categorias (de 0 a 5), as quais representam o bem-estar
geral do paciente: a categoria O representa 0 paciente assintomatico e a
categoria 5 representa o ébito (OKEN et al., 1982).
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Os critérios para o estabelecimento do progndstico em pacientes
com linfoma surgiram na década de 1970, quando o primeiro indice,
chamado de sistema Ann Arbor, foi formulado para LH e adaptado para
0 uso nos LCB (Tabela 1) (TAKVORIAN & DIPIRO, 2002).

Tabela 1 — Sistema de estadiamento Ann Arbor

Estagio Caracteristicas

| Envolvimento de uma Unica regido de linfonodo
Envolvimento de duas ou mais regides de linfonodo

1l localizados do mesmo lado do diafragma (para cima ou

para baixo)

Envolvimento de duas ou mais regifes de linfonodo

1] localizados dos dois lados do diafragma (para cima e para

baixo)
Envolvimento de um ou mais 6rgédos extranodais: medula

v . ; ~
0ssea, figado, pulmdes, etc.

Subestagio Caracteristicas

A Assintomatico

B Sintomas B

C Doenca bulky

D Envolvimento extranodal adjacente

E Envolvimento do bago

F Envolvimento do figado

Fonte: TAKVORIAN & DIPIRO, 2002.

Posteriormente, em 1993, o International Prognostic Index (IPI)
foi desenvolvido por oncologistas para prever o prognéstico de
pacientes com linfomas agressivos (ver Tabela 2) (THE
INTERNATIONAL NON-HODGKIN'S LYMPHOMA PROGNOSTIC
FACTORS PROJECT, 1993). Diversas caracteristicas dos pacientes
foram analisadas e associadas ao tempo de sobrevida dos mesmos. Os
pardmetros que tiveram associacdo significativa foram idade, atividade
da LDH, performance status e quantidade de sitios extranodais
envolvidos. Atualmente, com a subdivisdo de acordo com o risco, o IPI
é amplamente utilizado como indice de progndstico em pacientes com
LDGCB (Gorczyca, 2011).

Assim como para o LDCGB, para o LB, sugere-se a definicdo do
estadiamento pelo sistema Ann Arbor. Devido a sua agressividade, é
essencial que o paciente com suspeita de LB seja avaliado o mais breve
possivel a fim de iniciar o tratamento (PERKINS & FRIEDBERG, 2008). O
sistema de estadiamento St. Jude/Murphy também pode ser empregado
(PERKINS & FRIEDBERG, 2008; MOLYNEUX et al., 2012); no entanto, 0
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Servico de Hematologia do HU/UFSC prioriza 0 Ann Arbor, seguido do
sistema IPI.

Tabela 2 — Sistema de estadiamento IPI
Fatores de risco
(1 ponto cada)

Caracteristicas

Idade Maior que 60 anos
Sistema Ann Arbor Estagios Il ou IV
LDH Acima dos valores de referéncia*
Performance status (ECOG) 2,30u4
Sitios extranodais Mais de 1
Classificagdo Sobrevida de cinco anos
Risco baixo (0 — 1 ponto) 73%
Risco intermediario (2 pontos) 51%
Risco intermediario-alto (3 pontos) 43%
Risco alto (4 — 5 pontos) 26%

Fonte: GORCzYCA, 2011.
Nota: IPI: International Prognostic Index; LDH: lactato desidrogenase; ECOG:
Eastern Cooperative Oncology Grou. *Os valores de referéncia podem ser
observados no Anexo A.

A partir do momento em que o IPI passou a ser utilizado para
pacientes portadores de LCB indolentes, houve diversos resultados
conflitantes. Assim, surgiu a necessidade de se desenvolver novos
indices de prognéstico direcionados a pacientes com esse tipo de LCB,
como o LF (ARCAINI et al., 2012).

Desse modo, o Follicular Lymphoma International Prognostic
Index (FLIPI) foi proposto no ano de 2004 como resultado de um
grande estudo com 4.167 pacientes diagnosticados com LF entre 1985 e
1992, sendo utilizado atualmente como um indice eficaz de prognéstico
(ARCAINI et al., 2012; FREEDMAN, 2012) (ver Tabela 3). Em seguida,
uma versdo modificada denominada FLIPI2 foi criada; porém, sua
utilidade permanece duvidosa (FREEDMAN, 2012).
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Tabela 3 — Sistema de estadiamento FLIPI
Fatores de risco
(1 ponto cada)

Caracteristicas

Idade Maior que 60 anos
Sistema Ann Arbor Estagios Il ou IV
Sitios nodais Mais de 4
LDH sérica Acima do valor de referéncia*
Hemoglobina Menor que 12 g/dL
Classificagdo Sobrevida de cinco anos
Risco baixo (0 — 1 ponto) 91%
Risco intermediério (2 pontos) 78%
Risco alto (3 — 5 pontos) 52%

Fonte: FREEDMAN, 2012.

Nota: FLIPI: Follicular Lymphoma International Prognostic Index; LDH:
lactato desidrogenase. *Os valores de referéncia podem ser observados no
Anexo A.

Como os estudos revelaram haver limitagBes na aplicacdo dos
indices IPI e FLIPI nos pacientes portadores de LCM avancado, em
2008, Hoster e colaboradores propuseram um indice prognostico
direcionado a esses pacientes: 0 Mantle Cell Lymphoma International
Prognostic Index (MIPI). Esse indice é baseado em quatro fatores
independentes: idade, performance status, LDH e contagem
leucocitéria. Além disso, o indice de proliferacdo celular Ki-67 mostrou
ser um marcador relevante na avaliacdo prognostica (HOSTER et al.,
2008; Lim et al., 2010).

Em 1975, foi proposto o sistema Durie-Salmon para a
estratificagdo prognostica de pacientes com MM, o qual se baseava
principalmente na concentracdo e no tipo de proteina monoclonal, na
hemoglobina, no célcio e no nimero de lesdes liticas (GREIPP et al,
2005). Mais recentemente, em 2005, o International Myeloma Working
Group prop6s um sistema de estadiamento para pacientes portadores de
MM: o International Staging System (ISS) (GREIPP et al., 2005). O ISS
define trés grupos de risco (I, Il e Ill) baseados nas concentragdes
séricas de B2M e albumina (ver Tabela 4). Esse sistema € simples, mas
apresenta grande utilidade, especialmente para prever a sobrevida dos
pacientes (CHou, 2012).
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Tabela 4 — Sistema de estadiamento ISS

Estagio Caracteristicas Mediana de sobrevida

(meses)
| B2M < 3.500 ng/mL 62
ALB > 3.5 g/dL
I Quando néo se classifica 44

como | ou IlI*
i B2M > 5.500 ng/mL 29
Fonte: GREIPP et al., 2005.
Notas: *H& duas categorias para o estagio 1l: B2M < 3.500 ng/mL, mas ALB <
3,5 g/dL; ou B2M de 3.500 a 5.500 ng/mL independente da concentracdo de
ALB. ISS: International Staging System; B2M: beta-2-microglobulina sérica;
ALB: albumina sérica.

Em relacdo aos indices prognosticos direcionados aos pacientes
com diagndstico de LLC/LLP, foi proposto, em 1975, o primeiro indice
chamado de sistema de estadiamento Rai. Esse indice utiliza
determinadas caracteristicas clinicas para definir cinco grupos (0 a V)
associados a diferentes tempos de sobrevida (RAI et al., 1975) (ver
Tabela 5).

O sistema de estadiamento Rai tem como objetivo principal
separar 0s pacientes de alto risco, ou seja, aqueles que apresentam
anemia e/ou trombocitopenia. No entanto, observou-se que entre 0s
pacientes que ndo sdo de alto risco, cerca de 80% dos casos, havia uma
grande variabilidade no curso clinico da neoplasia e, assim, se requeria
uma nova avalia¢do para o possivel inicio de tratamento. A presenca de
cinco grupos definidos pelo indice de Rai se tornou um fator
complicador. Por esse motivo, em 1981, Binet e colaboradores
propuseram um indice simplificado composto de apenas trés grupos: A,
B e C (BINET et al., 1981) (ver Tabela 6).

Os dois sistemas de estadiamento juntos ndo apenas estimam o
progndstico, mas também identificam os pacientes que devem receber
tratamento: Rai Il e IV e Binet C (FURMAN, 2010). Atualmente, o
sistema de estadiamento Rai € mais comumente utilizado nos Estados
Unidos, enquanto o sistema Binet é mais empregado nos paises
europeus (ZENZz et al., 2010).
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Tabela 5 — Sistema de estadiamento Rai

Mediana de
Estagio Caracteristicas clinicas sobrevida
(meses)
0 Linfocitose 150
| Linfocitose e linfonodomegalia 101
1 Linfocitose e hepatoespenomegalia 71
11 Linfocitose e anemia 19
v Linfocitose e trombocitopenia 19
Fonte: Adaptado de: RAI et al., 1975.
Tabela 6 — Sistema de estadiamento Binet
Mediana de
Estagio Caracteristicas clinicas sobrevida
(meses)
A < 3 &reas nodais envolvidas > 10
B > 3 areas nodais envolvidas 7
c Anemia (Hb < 10 g/dL) e/ou 2

trombocitopenia (< 100.000/mm?)
Fonte: Adaptado de: BINET et al., 1981.
Nota: Hb: hemoglobina.

2.7.2 Marcadores prognosticos celulares

Os marcadores progndsticos celulares podem ser avaliados pelas
técnicas de IMF e de IHQ. Atualmente, além dos indices progndsticos e
pardmetros laboratoriais, muitos estudos tém identificado marcadores
celulares ou fenotipicos como potenciais fatores prognosticos
(ROSENQUIST et al., 2013).

Em relagdo a LLC/LLP, ja estd bem estabelecida a relagdo da
expressdao de CD49d, CD38 e ZAP-70 nas células patoldgicas e a
agressividade da doenca. Nesses casos, as células sdo mais resistentes ao
tratamento quimioterapico e apresentam maiores taxas de proliferacdo
(CHIORAZZI, 2012; BRACHTL et al., 2014). Além disso, uma analise
multicéntrica demonstrou que pacientes portadores de LLC/LLP cujas
células patoldgicas expressavam CD49d (> 30% das células)
apresentaram menores taxas de sobrevida, independentemente da
expressao de CD38 e ZAP-70, outros marcadores de prognéstico
desfavoravel (BULIAN et al., 2014).

Mateo e colaboradores (2008) demonstraram, em um estudo com
685 casos de MM sintomatico, que a expressao dos antigenos CD19 e
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CD28 nas células plasmocitarias clonais indica prognostico
desfavoravel, enquanto a expressdo de CD56 e CD117 esta associada a
um bom progndstico (Mateo et al., 2008). Nesse trabalho, os pacientes
cujas células plasmocitarias clonais expressavam CD19 e/ou CD28
apresentaram tempo de sobrevida global (SG) e tempo de sobrevida
livre de progressdo (SLP) claramente inferiores ao grupo que néo
expressava esses marcadores; enquanto aqueles cujas células
plasmocitarias expressavam CD117 apresentaram tempo de SG e de
SLP significativamente superiores (MATEO et al., 2008). Além disso, em
2012, Paiva e colaboradores publicaram um estudo que avaliou a
expressao de CD81 em células plamocitérias clonais de 230 casos de
MM recém-diagnosticados e constataram que a expressdo de CD81 ¢
um marcador progndstico independente para menores taxas de sobrevida
(PAIva et al., 2012).

Em relacdo ao LDGCB, alguns estudos demonstram que a
expressao de marcadores nas células patologicas que sugere que o LCB
tem origem no CG esta relacionada a um maior tempo de sobrevida. No
entanto, seu real valor prognéstico continua indefinido (HANS et al.,
2004). A fim de classificar os LDGCB de acordo com a origem e avaliar
0 prognostico, Hans e colaboradores (2004) publicaram um logaritmo
para definir se 0 LDGCB é do tipo CG. Esse logaritmo é baseado nas
expressdes dos marcadores CD10, Bcl-6 e MUML.

Assim como os marcadores de CG, a expressdao de CD5 pelas
células de LDGCB também tem apresentado resultados controversos em
relacdo ao progndstico (YAMAGUCHI et al., 2008). Em contrapartida, ja
melhor elucidada esta a expressao da proteina antiapoptotica Bcl-2 e sua
relagdo a um progndstico adverso (COoK et al., 2003; SEHN, 2006).

Com relagdo aos pacientes portadores de LF, apesar de a grande
maioria dos casos apresentar células com superexpressdo de Bcl-2, a
expressdo dessa proteina em quantidades ainda mais elevadas tem sido
relacionada a um pior prognoéstico. Por outro lado, a alta expressdo dos
marcadores relacionados ao CG, como o CD10, tem sido associada a um
progndstico favoravel (SEHN, 2006; CAMACHO et al., 2011; CIOBANU et
al., 2013).



46

2.8  ASPECTOS TERAPEUTICOS

A heterogeneidade clinica e laboratorial das NCLM-B reflete
diretamente na conduta e no tratamento a ser administrado nos
pacientes. Em alguns casos de NCLM-B indolentes a conduta pode ser
expectante, ou seja, pacientes que seguem em observagdo sem
tratamento quimioterdpico. Ja em casos de NCLM-B com um curso
clinico mais agressivo a conduta pode envolver a aplicacdo de
protocolos de quimioterapia de altas doses, a radioterapia, a
imunoterapia (anticorpos monoclonais) e o transplante de MO (TMO).
Na presente revisao da literatura, serdo citados os aspectos terapéuticos
dos subtipos de NCLM-B mais frequentes na populacdo em estudo:
MM, LLC/LLP, LDGCB, LFe LB.

2.8.1 Mieloma multiplo

No momento em que um paciente é diagnosticado com MM, ha
alguns parametros que definem a elegibilidade do inicio do tratamento,
denominado, do inglés, critério CRAB (célcio, falha renal, anemia e
leBes em 0ss0s). E elegivel ao tratamento o paciente que apresentar um
ou mais dos seguintes aspectos clinicos e laboratoriais: lesdes
osteoliticas, anemia (hemoglobina menor que 10 g/dL), insuficiéncia
renal (creatinina maior que 2 mg/mL) e hipercalcemia (maior que 11
mg/dL) (LubwiG et al., 2014).

Além do critério CRAB, os pacientes séo estratificados de acordo
com a elegibilidade ao TMO autblogo, o qual é destinado
preferencialmente aos pacientes jovens. Nesse caso, 0Ss pacientes
recebem de dois a quatro ciclos de um regime quimioterapico isento de
melfalan, pois este prejudica a recuperacdo hematopoiética p6s TMO.
Em seguida, sdo conduzidos a coleta de células-tronco hematopoiéticas.
Quando ha uma boa resposta ao tratamento inicial, os pacientes séo
encaminhados ao TMO. No entanto, quando a resposta ndo é boa, 0
tratamento quimioterdpico inicial pode ser retomado apos a coleta das
células-tronco, protelando o TMO até a primeira recaida. Por outro lado,
0s pacientes idosos e ndo elegiveis ao TMO recebem tratamento inicial
de 9 a 18 meses para a maioria dos protocolos quimioterapicos (RIA et
al., 2014).

Diversas classes de medicamentos séo utilizadas nos protocolos
guimioterapicos, tais como agentes alquilantes (melfalan e
ciclofosfamida), corticosteroides (prednisona e dexametasona) e
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antraciclinas (doxorrubicina e doxorrubicina lipossomal). Novas classes
de medicamentos, como os inibidores de proteossoma (bortezomibe) e
farmacos imunomodulatérios (talidomida e lenalidomida), completam as
opcOes terapéuticas que podem ser utilizadas para 0 MM (RIA et al.,
2014). Além desses, um novo medicamento da classe dos bifosfonatos,
0 pamidronato, tem sido amplamente utilizado para a prevencdo e o
tratamento do comprometimento dsseo (LubwiG et al., 2014). No
entanto, apesar do desenvolvimento de novos farmacos pela industria
farmacéutica, 0 MM continua sendo uma doenga sem cura (RIA et al.,
2014).

2.8.2 Leucemia linfocitica cronica de células B/linfoma linfocitico
de pequenas células

Em geral, a maioria dos pacientes portadores de LLC/LLP nédo
apresenta sintomatologia ao diagndstico e segue a conduta expectante,
ou seja, de observacdo. Ja os pacientes sintomaticos ou com a doenca
em progressdo tém indicacdo de receber tratamento (ZENZz et al., 2010;
LADYZYNSKI et al., 2015).

Atualmente, algumas opcGes terapéuticas estdo disponiveis para o
tratamento da LLC/LLP sintomatica ou em progressao, as quais incluem
agentes alquilantes (clorambucil e bendamustina), analogos de purina
(fludarabina) e anticorpos monoclonais (alentuzumabe e rituximabe),
tanto como monoterapia ou terapia combinada (LADYZYNSKI et al.,
2015).

2.8.3 Linfoma difuso de grandes células B

Em relacdo ao LDGCB, estamos na chamada “era rituximabe”,
em que o protocolo R-CHOP (rituximabe, ciclofosfamida,
doxorrubicina, vincristina e prednisona) é amplamente utilizado com
resultados bastante promissores. O rituximabe é um anticorpo
monoclonal que possui como alvo o CD20, um marcador de células B
maduras comumente expresso em altas concentragcBes nas células
neoplésicas desse tipo de LCB. O mecanismo de acdo desse anticorpo
monoclonal ainda ndo foi totalmente elucidado; no entanto, algumas
acbes, como toxicidade mediada pelo complemento, tém sido
observadas (CULTRERA & DALIA, 2012).

Pacientes com LDGCB recidivado ou refratario ao tratamento de
primeira escolha, usualmente, séo tratados com 0s seguintes protocolos:
R-ICE (rituximabe, ifosfamida, carboplatina e etoposide) e R-DHAP
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(rituximabe, dexametasona, altas doses de citarabina e cisplatina), além
da possibilidade de transplante de células-tronco hematopoiéticas para
0s pacientes elegiveis (CULTRERA & DALIA, 2012).

2.8.4 Linfoma folicular

Para a definicdo do tratamento, 0s pacientes portadores de LF
podem ser divididos em dois grupos: os pacientes com diagndstico em
estagios iniciais da neoplasia, 0s quais representam cerca de 10% dos
casos; e aqueles com diagndstico em estagios avancados da doenga, 0s
quais representam 90% dos casos. Nos casos em que o diagndstico foi
realizado nos estagios iniciais, a radioterapia ou a conduta expectante
podem ser aplicadas. J& os casos de LF em estagios avancados podem
ser direcionados a conduta expectante, quando ndo ha sintomatologia,
ou podem ser tratados com protocolos quimioterapicos, tais como R-
CHOP e R-CVP (rituximabe, ciclofosfamida, vincristina e prednisona),
guando ha linfoadenopatia, sintomas B, sintomas de doenca extranodal
ou citopenias (FREEDMAN, 2012).

2.8.,5 Linfoma de Burkitt

Os principios basicos aplicados ao tratamento do LB sdo
baseados em altas doses de agentes alquilantes, administracdo frequente
da quimioterapia e atencdo constante a profilaxia em relagdo a
infiltracdo do sistema nervoso central (SNC) com altas doses de
quimioterapia sistémica e/ou intratecal. Atualmente, ndo se recomenda
radioterapia (PERKINS & FRIEDBERG, 2008).

Os regimes terapéuticos convencionais para outros LNH, como o
protocolo CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e
prednisona), apresentam resultados insatisfatérios para o tratamento do
LB, com uma taxa de resposta completa ao tratamento que varia de 30%
a 70%. Ainda, ao contrario do que se observa em outros tipos de LCB, o
impacto da insercdo do rituximabe a quimioterapia ndo é claro, com
resultados contraditérios (WILDES et al., 2014).

Dessa forma, os protocolos mais comumente utilizados em
pacientes com LB sdo combinagdes elaboradas de quimioterapicos,
como os protocolos HyperCVAD (ciclofosfamida, vincristina,
doxorrubicina e dexametasona, alternados com ciclos de metotrexato e
citarabina), R-HyperCVAD (com a insercdo do rituximabe) (WILDES et
al., 2014), EPOCH (etoposide, prednisona, vincristina, ciclofosfamida e
doxorrubicina), R-DA-EPOCH (dose ajustada, com a inser¢do do
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rituximabe) e CODOX-M/IVAC (ciclofosfamida, vincristina,
doxorrubicina, altas doses de metotrexato alternadas com ifosfamida e
etoposide e altas doses de citarabina, seguidas de metrotexato e
citarabina intratecal), este Gltimo amplamente utilizado nos Estados
Unidos (PERKINS & FRIEDBERG, 2008).
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando-se que as NCLM-B constituem o grupo de
neoplasias hematol6gicas mais prevalente nos paises ocidentais, reforga-
se a importancia de se conhecer o perfil dos pacientes portadores de um
grupo tdo heterogéneo de neoplasias. O conhecimento do perfil dos
casos atendidos pela instituicdlo é fundamental para um correto
planejamento diagndstico e terapéutico local, além de poder acrescentar
dados epidemioldgicos importantes em ambito nacional. Vale destacar
gue existem poucos estudos que avaliem essas caracteristicas no Brasil.

Alguns fatores como a presenca de sintomas inespecificos, a
dificuldade na obtencdo de alguns tipos de amostras bioldgicas e a
sobreposicdo fenotipica observada entre alguns subtipos de NCLM-B
podem atrasar o diagnostico e, consequentemente, o inicio do tratamento
dos pacientes. Assim, sdo de grande importancia estudos que busquem
novos alvos que auxiliem o diagndstico, e que avaliem fatores de risco e
de prognostico, os quais podem direcionar o tratamento.
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4 OBJETIVOS
41 OBJETIVO GERAL

Avaliar os casos de NCLM-B diagnosticados entre junho de 2011
e outubro de 2014 e acompanhados pelo Servico de Hematologia do
HU-UFSC a fim de tragar o perfil clinico e laboratorial desses pacientes.

4.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a frequéncia dos diferentes tipos de NCLM-B no
HU-UFSC entre 2011 e 2014,

e Tracar o perfil dos pacientes portadores de NCLM-B
diagnosticados e tratados no HU-UFSC em relacéo as variaveis
como idade e género;

e Auvaliar os fatores de risco, tais como infecgdes virais,
exposicdo ocupacional a agrotoxicos e tabagismo, nos pacientes
portadores de NCLM-B;

e Analisar os resultados dos exames laboratoriais no momento do
diagnostico;

e Avaliar a expressdo fenotipica de marcadores de diagnostico;

e Auvaliar a concordancia entre os métodos laboratoriais, IHQ e
IMF, utilizados para a realizacdo do diagndstico de NCLM-B;

e Estratificar os pacientes portadores de NCLM-B conforme os
indices progndsticos, avaliar a expressdo de marcadores
progndsticos e relaciona-los a evolucao clinica;

e Auvaliar a resposta ao tratamento dos pacientes portadores de
NCLM-B;

e Investigar a frequéncia de 6bito e estimar as taxas de SG nos
pacientes portadores de NCLM-B.
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5 CASUISTICA E METODOS
51 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da UFSC (processo 913/2013)
(Anexo B). Os pacientes foram esclarecidos quanto aos objetivos da
pesquisa e a metodologia utilizada na coleta dos dados. Apenas
participaram do estudo os pacientes que assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

52  DESCRIGAO DO ESTUDO
Trata-se de um estudo observacional longitudinal.
53 LOCAL E POPULACAO DE ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratério de Oncologia Experimental
e Hemopatias (LOEH) e no Setor de Onco-Hematologia, ambos situados
na DACL-HU, coordenados pela Prof.2 Dr.2 Maria Claudia Santos da
Silva. A populacdo de estudo é constituida por pacientes adultos
portadores de NCLM-B que foram diagnosticados e acompanhados pelo
Servico de Hematologia do HU-UFSC, com data de diagnéstico entre
junho de 2011 e outubro de 2014.

54  PROCEDIMENTOS

Os prontuarios da populacdo de estudo foram avaliados no
arquivo do Servico de Agendamento Médico e Estatistica (SAME) do
HU-UFSC. Os resultados dos exames laboratoriais (exames bioquimicos
e de IMF) no momento do diagndstico foram obtidos do sistema de
informacdo da DACL-HU e o da IHQ, do Servico de Patologia do
mesmo hospital. Os dados relevantes dos prontuarios foram anotados
em ficha elaborada estritamente para este levantamento (ver Apéndice
B). Com relagéo ao fluxo de entrada dos pacientes no HU-UFSC, ao ser
constatada uma suspeita de NCLM-B, o paciente € encaminhado a um
médico hematologista do Servi¢o, o qual solicita os exames de rotina e
os exames com fins diagnésticos (IMF e IHQ). Apos a coleta da amostra
bioldgica, esta é direcionada simultaneamente aos setores de Onco-
hematologia e Patologia, onde sdo processadas e analisadas e, em
seguida, o laudo é emitido. O mesmo fica disponivel no sistema de
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informacédo. De acordo com o resultado do laudo, o paciente era incluido
no presente estudo.

55  CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no estudo os pacientes portadores de NCLM-B
cujo diagnostico foi realizado no HU-UFSC entre junho de 2011 e
outubro de 2014 e que foram acompanhados pelo Servico de
Hematologia do HU-UFSC. Apenas foram incluidos no estudo os
pacientes que concordaram em assinar o TCLE (ver Apéndice A).

56 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo pacientes cujo prontuario nao foi
localizado ou ndo continha informacdes e aqueles que abandonaram o
tratamento.

57 PROTOCOLO DE INVESTIGAGAO

Para o presente estudo foram avaliadas as seguintes variaveis:
idade, género, escolaridade, etnia, sorologias, manifestacdes clinicas ao
diagnostico, comorbidades, subtipo de NCLM-B, ano do diagndstico,
exames laboratoriais no momento do diagndstico, estratificacdo do
progndstico, perfil imunofenotipico e imuno-histoquimico das células,
protocolos de tratamento, resposta ao tratamento e 6bito.

A estratificagdo do progndstico, quando ndo descrita no
prontuario, foi definida por um Gnico pesquisador, de acordo com os
dados clinicos e laboratoriais e subtipo de NCLM-B. O bem estar geral
do paciente, ou performance status, quando ndo descrito no prontuério,
foi estabelecido de acordo com o sistema de pontuacdo ECOG e as
informacGes de anamnese e exame fisico presentes no prontuario. Dessa
forma, para se determinar o prognostico dos pacientes portadores de
MM foi aplicado o sistema de estadiamento ISS, para os portadores de
LLC/LLP os sistemas Rai e Binet, para os portadores de LDGCB e LB o
IP1 e, por ultimo, para os portadores de LF o FLIPI. Sendo que para 0s
trés Gltimos subtipos, os indices foram associados ao sistema Ann Arbor
de estadiamento.
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A resposta ao tratamento foi avaliada com base nos critérios
estabelecidos pelo International Working Group Recommendations
(CHESON et al., 1999) para pacientes com LCB e pelo International
Myeloma Working Group (DURIE et al., 2006) para pacientes com MM.
As categorias foram definidas como resposta completa/parcial e
recidiva/progressdo. Devido a falta de informag8es nos prontuarios e de
exames laboratoriais, ndo foi possivel separar 0s pacientes com resposta
completa daqueles com resposta parcial. Além disso, foram criadas as
seguintes categorias: “expectantes”, para pacientes que ndo receberam
tratamento; ‘“tratamento comorbidades”, para aqueles em que foi
necessério tratar comorbidades, como infecgdes, e assim ndo foi
realizada a quimioterapia; “tratamento recusado”, para aqueles que se
recusaram a realizar o tratamento; e “diagndstico seguido de ¢bito”, para
aqueles que foram a ébito antes mesmo de receber o tratamento.

A SG foi calculada como o intervalo em meses entre o
diagndstico e o 6bito ou a data da Ultima consulta médica na Instituicao.

O fendtipo das células neoplasicas foi analisado pela ferramenta
de fusdo de arquivos (do inglés, file merge) do software de analise
Infinicyt® segundo descrito por Pedreira e colaboradores (2008)
(PEDREIRA et al., 2008). Em um primeiro momento, foi realizada a fusdo
dos arquivos de cada paciente, ou seja, da mesma amostra. Para em
seguida realizar a fusdo dos arquivos de cada paciente em um Unico
arquivo, ou seja, de amostras diferentes. O produto final consiste em um
arquivo contendo as informagGes de um grupo de pacientes que permite
a visualizagdo simultanea das populaces de células neoplasicas em
relacdo a todos os marcadores fenotipicos presentes no painel de
anticorpos.

A expressdo de beta-2-microglobulina nas células plasmocitarias
neoplasicas foi avaliada por imunofenotipagem e os resultados foram
expressos conforme a intensidade de fluorescéncia média representada
por unidades arbitrarias (U.A.). A intensidade de fluorescéncia média da
beta-2-microglobulina foi obtida subtraindo-se a intensidade de
fluorescéncia média das células plasmocitarias clonais do canal do
fluorocromo  ficoeritrina-cianina  (PC5) marcado com beta-2-
microglobulina do canal PC5 sem marcacdo, a fim de excluir
interferéncia de background (ruido).

A data do final da coleta de dados foi estabelecida como fevereiro
de 2015.
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58  ANALISES ESTATISTICAS

A confeccdo do banco de dados e a analise estatistica foi
realizada com o auxilio dos softwares SPSS® versdo 17.0 e MedCalc®
versdo 12.3.0.0.

Foi realizada a andlise descritiva dos dados, estimando-se as
frequéncias absolutas e relativas das variaveis categéricas e as medidas
de tendéncia central e de dispersdo das variaveis continuas. As variaveis
continuas foram testadas quanto a normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov ou de Shapiro-Wilk. As variaveis numéricas
foram comparadas entre 0s grupos pelo teste de Mann-Whitney U ou do
t de Student. A comparacdo de trés ou mais varidveis foi realizada pelo
teste de Kruskall-Wallis ou da analise de variancia (ANOVA). As
frequéncias obtidas nas variaveis categoricas foram comparadas entre
pacientes pelo teste de chi-quadrado ou exato de Fisher. As curvas de
sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier e comparadas
pelo teste de Log-rank.

Para determinar a concordancia entre 0s exames de imuno-
histoquimica e de imunofenotipagem foi utilizado o teste Kappa. Esse
teste foi aplicado apenas nos pacientes em que o diagnostico foi baseado
nos dois métodos. A concordancia foi definida segundo os seguintes
valores de Kappa: 1) 0 — 0,2: pobre; 2) 0,21 — 0,4: razoavel; 3) 0,41 —
0,6: moderada; 4) 0,61 — 0,8: boa; 5) 0,81 — 1,0: excelente (ALTMAN,
1991).

Foi considerado um nivel de significAncia de 5% (P<0,05).
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6 RESULTADOS
6.1 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

Foram incluidos neste estudo 93 pacientes adultos portadores de
NCLM-B cujo diagnostico foi realizado entre junho de 2011 e outubro
de 2014 no HU-UFSC e que foram acompanhados pelo Servico de
Hematologia do HU-UFSC (Figura 7).

Figura 7 — NUmero de pacientes conforme critérios de inclusdo e excluséo
&Y

P
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Nota;: NCLM-B: neoplasias de células linfoides maduras B

A distribuicdo dos subtipos de NCLM-B diagnosticados segundo
0s critérios da OMS de 2008 englobam os LCB e as NCP. No presente
estudo, entre os subtipos de LCB foram diagnosticados casos de
LLC/LLP, LDGCB, LF, LB, LCB com aspectos intermediarios
(LCBAI) entre LDGCB e LB, tricoleucemia, linfoma da zona marginal
(LZM), LCB ndo especificado (NE), LCM, linfoma
linfoplasmacitico/macroglobulinemia de Waldenstrom (LLP/MW) e
linfoma plasmablastico. Entre as NCP foram diagnosticados casos de
MM, MGUS e LCP (Tabela 7). Como pode ser observado na Tabela 7,
0s subtipos de NCLM-B mais frequentes foram: MM, LLC/LLP,
LDGCB, LFe LB.

Em relacdo ao método de IMF, o painel de quatro cores foi
realizado para o diagndstico de 46 pacientes (49,5%), o painel de
transi¢do entre quatro e oito cores para trés pacientes (3,2%), e o painel
de oito cores completo para 44 pacientes (47,3%).
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Tabela 7 — Distribuigdo dos pacientes de acordo com o subtipo de NCLM-B

Subtipo de NCLM-B Numero de pacientes Fre((;[;: )n o
Mieloma multiplo 22 23,7
LLC/LLP 14 15,1
LDGCB 12 12,9
Linfoma folicular 11 11,8
Linfoma de Burkitt 7 7,5
LCBAI 6 6,5
MGUS 4 4,3
Tricoleucemia 4 4,3
Linfoma da zona marginal 3 3,2
LCB, NE 3 32
LCM 2 2,2
LLP/MW 2 2,2
Linfoma plasmablastico 2 2,2
LCP 1 1,1
Total 93 100,0

Nota: NCLM-B: neoplasias de células linfoides maduras B; LLC/LLP: leucemia
linfocitica cronica de células B/linfoma linfocitico de pequenas células;
LDGCB: linfoma difuso de grandes células B; LCB: linfoma de células B;
LCBAI: LCB com aspectos intermediarios; MGUS: gamopatia monoclonal de
significado indeterminado; NE: néo especificado; LCM: linfoma de células do
manto;  LLP/MW: linfoma linfoplasmacitico/macroglobulinemia  de
Waldenstrém; LCP: leucemia de células plasmocitarias.

A mediana de idade dos 93 pacientes foi de 58 anos com um
intervalo de 20 a 93 anos. A Figura 8 representa a variacdo entre as
medianas de idade dos diferentes subtipos de NCLM-B. Posteriormente,
esse parametro foi avaliado estatisticamente entre os subtipos de LCB e
de NCP (ver Tabelas 10 e 16, respectivamente).
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Figura 8 — Idade no momento do diagnostico dos pacientes portadores de
NCLM-B
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Nota;: NCLM-B: neoplasias de células linfoides maduras B; LLC/LLP: leucemia
linfocitica crénica de células B/linfoma linfocitico de pequenas células;
LDGCB: linfoma difuso de grandes células B; MGUS: gamopatia monoclonal
de significado indeterminado; NE: ndo especificado; LLP/MW: linfoma
linfoplasmacitico/macroglobulinemia de Waldenstrom.

Como mostra a Tabela 8, a qual apresenta as caracteristicas gerais
dos 93 pacientes portadores de NCLM-B estudados neste trabalho,
pode-se observar que 53 (57%) dos pacientes eram do género masculino
e 40 (43%) eram do género feminino, e que a maioria era de etnia
caucasiana (85%). Em relagdo ao grau de instrugdo, a maior parte dos
pacientes ndo concluiu o ensino fundamental (43,0%), seguido daqueles
gue concluiram o ensino fundamental (14,0%), o ensino médio (32,3%)
e 0 ensino superior (9,7%).
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Tabela 8 — Caracteristicas gerais dos pacientes portadores de NCLM-B

Numero de A
. R Frequéncia
Variavel pacientes (%)
n =93 °

Ano do diagnostico

2011 20 21,5
2012 21 22,6
2013 27 29,0
2014 25 26,9

Grau de Instrucdo
Ensino fundamental incompleto 40 43,0
Ensino fundamental completo 13 14,0
Ensino médio completo 30 323
Ensino superior completo 9 9,7
NI 1 1,1

Sorologia para HBV
Nao reagente 66 71,0
Reagente 5 5,4
NI 22 23,7

Anti-HBS
Nao reagente 47 50,5
Reagente 11 11,8

NI 35 37,6
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(continuag&o)

Numero de A
. . Frequéncia
Variavel pacientes (%)
(n=93)
Tabagismo
Naio tabagista (relatado) 3 32
Ex-tabagista 11 11,8
Tabagista ativo 12 12,9
Tabagista passivo 1 1,1
NI 66 71,0
Exposi¢do ocupacional a agrotoxicos
Sim 7 7,5
Nao 86 82,5
Neoplasia prévia
Sim 6 6,5
Nao 87 93,5
Diabetes
Sim 16 17,2
Nao 77 82,8
HAS
Sim 44 473
Nao 49 52,7

Nota: NCLM-B: neoplasias de células linfoides maduras B; NI: ndo informado;
HIV: virus da imunodeficiéncia humana; HBV: virus da hepatite B; HCV: virus
da hepatite C; anti-HBS: anticorpo contra o HBV; HAS: hipertensdo arterial
sistémica.

Dos 93 pacientes, nove (9,7%) eram soropositivos para o HIV.
Dos nove pacientes, quatro eram portadores de LB. Um dos pacientes
portadores de LB que era soropositivo para 0 HIV era também
soropositivo para o HBV. Além disso, o paciente soropositivo para
HBV portador de LDGCB era coinfectado pelo HCV, e um dos
pacientes soropositivos para HIV portadores de LCBAI era coinfectado
pelo HBV (Tabela 9). Em relagdo a infeccéo pelo EBV, avaliada por
IHQ, apenas dois pacientes apresentaram resultado positivo: um
portador de LDGCB e um de linfoma plasmablastico.
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Tabela 9 — Distribuicdo dos pacientes soropositivos para HIV, HBV e HCV
conforme subtipo de NCLM-B
Linfoma de Burkitt (n = 4)
HIV soropositivo Mieloma multiplo (n = 1)
(n=9) LCBAI (n=2)

Linfoma plasmablastico (n = 2)
Linfoma folicular (n = 1)
LDGCB (n=1)
Linfoma de Burkitt (n = 1)

HBV soropositivo

(=9 Tricoleucemia (n = 1)
LCBAI (n=1)
HCV soropositivo LDGCB (n=1)
(n=2) LCBAI (n = 1)

Nota: NCLM-B: neoplasias de células linfoides maduras B; HIV: HIV: virus da
imunodeficiéncia humana; HBV: virus da hepatite B; HCV: virus da hepatite C;
LDGCB: linfoma difuso de grandes células B; LCBAI: linfoma de células B
com aspectos intermediarios.

6.2 LINFOMAS DE CELULAS B

Do total de 93 pacientes incluidos no estudo, 66 (71,0%) foram
diagnosticados com um subtipo de LCB. As caracteristicas clinicas e
laboratoriais dos pacientes de acordo com o subtipo de neoplasia podem
ser observadas nas Tabelas 10 e 11.

Como mostra a Tabela 10, com relagdo a idade nho momento do
diagnostico, foi observada uma diferenga significativa entre o grupo LB
e os grupos LLC/LLP (P = 0,001), LCB NE (P = 0,041) e LCM (P =
0,016). Os pacientes portadores de LCM foram os mais senis (mediana
de 76 anos) enquanto que 0s pacientes portadores de LB foram os mais
jovens (mediana de 33 anos).

Quando a atividade da LDH foi analisada, pode-se observar
diferenca significativa entre os subtipos de LCB avaliados (P = 0,003).
Além disso, ndo foi observada diferenca significativa ao comparar 0s
subtipos que apresentaram atividade dessa enzima mais elevadas (LB,
LCBAIl e LDGCB).

N&o houve diferenca significativa para a relacdo entre os géneros
masculino e feminino nem para as concentragcdes de hemoglobina entre
os diferentes subtipos de LCB (ver Tabela 10).

E importante destacar que os dois pacientes diagnosticados com
linfoma plasmabléastico apresentaram idade de 36 anos no momento do
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diagndstico e que a mediana da atividade da LDH dos pacientes com
LCM néo foi calculada, pois apenas um paciente tinha resultado desse
exame.

A Tabela 11 mostra as caracteristicas clinicas de maior
importancia no momento do diagndstico de LCB e que estdo
intimamente relacionadas a definicdo do progndstico: presenca de
sintomas B, de linfonodomegalias, de esplenomegalia e de doenca
bulky. A presenca de sintomas B foi observada mais frequentemente nos
pacientes diagnosticados com LB, enquanto que a presenca de
linfonodomegalia e de doenca bulky foi mais comum naqueles
diagnosticados com LDGCB. A presenca de esplenomegalia foi
observada principalmente nos casos de LF, tricoleucemia, LZM e LCB
NE.

Os valores de referéncia dos parametros laboratoriais podem ser
encontrados no Anexo A.
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Tabela 10 — Idade, género, atividade de LDH e concentragdo de hemoglobina dos pacientes portadores de linfoma de células B

Subtipo de linfoma de Numero Idade no momento do Género LDH Hemoglobina

células B de casos (.iiagn(.istico (M/F) ' (U/.L) . (g/d'L)

(n = 66) n (%) Mediana (intervalo) Mediana (intervalo) Mediana (intervalo)
LLC/LLP 14 (21,2) 64 (45-80)*" 1,3 188 (116 —332)* 12,7 (7,4 — 16,8)
LDGCB 12 (18,2) 52 (20-172) 1,4 406 (184 —2739)° 11,4 (8,3-16,5)
Linfoma folicular 11 (16,7) 54 (34-70) 2,7 229 (150 —-315)* 13,0 (5,3 -17,1)
Linfoma de Burkitt 7 (10,6) 33 (23-61)° 2,5 1534 (243 —7239)° 9,5(5,8—14,9)
LCBAI 6 (9,1) 44 (37-171) 5,0 464 (170 - 6121)° 12,4 (7,1 — 15,0)
Tricoleucemia 4 (6,1) 62 (35-74) 3,0 152 (141 - 402)* 11,0 (9,1 — 13,8)
LZM 34,5 55 (45 -176) 2,0 137 (113 -397)* 11,3 (6,8 — 14,5)
LCB NE 34,5 74 (53-176)° 2,0 215 (182 -232)*" 12,3 (9,5-15,3)
LCM 2 (3,0) 76 (73-79)° 1,0 222 11,4 (10,7 —12,1)
LLP/ MW 2 (3,0) 58 (52 - 65) 1,0 214 (128 - 300)* 9,2(8,9-9,4)
Linfoma plasmablastico 2 (3,0) 36 0,5 174 (148 - 199)° 9,3 (8,7—9,9)

Nota: LLC/LLP: leucemia linfocitica cronica de células B/linfoma linfocitico de pequenas células; LDGCB: linfoma difuso de
grandes células B; LCBALI: linfoma de células B com aspectos intermediatios; LZM: linfoma da zona marginal; LCB NE: linfoma
de células B (néo especificado); LCM: linfoma de células do manto; LLP/MW: linfoma linfoplasmacitico/macroglobulinemia de
Waldenstrém; M/F: relagdo entre os géneros masculino e feminino; LDH: lactato desidrogenase. Houve diferenca significativa
entre “a” e “b” em relagdo a idade do momento do diagnéstico pelos testes ANOVA e post hoc Bonferroni. Houve diferenga

significativa entre “a” e “b” em relacdo a atividade de LDH pelos testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney U.
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Tabela 11 — Apresentagdo de sintomas B, de linfonodomegalia, de esplenomegalia e de doenga bulky no momento do diagnéstico

de acordo com os subtipos de linfomas de células B

Subtipo de linfoma Sintomas B Linfonodomegalia Esplenomegalia Doenca bulky
de células B n (%) n (%) n (%) n (%)
(n =66)

LLC/LLP (n=14) 2(14,3) 6 (42,9) 1(7,2) 0
LDGCB (n=12) 4 (33,3) 9 (75,0) 0 5(41,7)
Linfoma folicular (n = 11) 2 (18,2) 6 (54,5) 3(27,3) 1(9,1)
Linfoma de Burkitt (n = 7) 6 (85,7) 1(14,3) 0 1(14,3)
LCBAI (n =6) 2(33,3) 3(50,0) 1(16,7) 0
Tricoleucemia (n = 4) 0 0 1 (25,0) 0
LZM (n =3) 0 1(33,3) 1(33,3) 0
LCB NE (n = 3) 0 0 1(33,3) 0
LCM (n=2) 0 1 (50,0) 0 0
LLP/MW (n=2) 0 0 0 0
Linfoma plasmabléstico (n = 2) 1 (50,0) 0 0 0

Nota: LLC/LLP: leucemia linfocitica crénica de células B/linfoma linfocitico de pequenas células; LDGCB: linfoma difuso de
grandes células B; LCBAI: linfoma de células B com aspectos intermediatios; LZM: linfoma da zona marginal; LCB NE: linfoma
de células B (néo especificado); LCM: linfoma de células do manto; LLP/MW: linfoma linfoplasmacitico/macroglobulinemia de

Waldenstrom.
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Como pode ser observado nas Tabelas 12 e 13, que mostram o
numero de pacientes que apresentaram infiltracdo de MO e de SNC no
momento do diagndstico, todos o0s pacientes diagnosticados com
LLC/LLP, tricoleucemia, LZM, LCB NE, LCM e LLP/MW
apresentaram a MO infiltrada pela neoplasia, enquanto que a infiltracdo
do SNC foi observada apenas nos subtipos LB e LCBAI. Vale ressaltar
gue foram avaliados apenas 0s casos em que as amostras de MO (53
pacientes) ou de liquor (12 pacientes) foram analisadas por IMF e/ou

IHQ.

Tabela 12 — Distribuicéo dos subtipos de linfomas de células B de acordo com a
presenca de infiltracdo de medula 6ssea no momento do diagndstico

Subtipo de linfoma de células B Presenca de infiltragdo de MO
(n=53) n %
LLC/LLP (n=5) 5 100,0
LDGCB (n=12) 3 25,0
Linfoma folicular (n = 9) 7 77,8
Linfoma de Burkitt (n = 7) 6 85,7
LCBAI (n =6) 1 16,7
Tricoleucemia (n = 4) 4 100,0
LZM (n=1) 1 100,0
LCB NE (n=3) 3 100,0
LCM (n=2) 2 100,0
LLP/MW (n = 2) 2 100,0
Linfoma plasmabléstico (n = 2) 1 50,0

Nota: MO: medula 6ssea; LLC/LLP: leucemia linfocitica cronica de células
B/linfoma linfocitico de pequenas células; LDGCB: linfoma difuso de grandes
células B; LCBALI: linfoma de células B com aspectos intermediatios; LZM:
linfoma da zona marginal; LCB NE: linfoma de células B (ndo especificado);
LCM: linfoma de células do manto; LLP/MW: linfoma
linfoplasmacitico/macroglobulinemia de Waldenstrém.

Tabela 13 — Distribuicéo dos subtipos de linfomas de células B de acordo com a
presenca de infiltragdo de sistema nervoso central no momento do diagndstico

Subtipo de linfoma de células B Presenca de infiltra¢do de SNC

(n=12) n %
LDGCB (n = 2) 0
Linfoma de Burkitt (n = 6) 3 50,0
LCBAI (n = 2) 2 100,0
Linfoma plasmablastico (n = 2) 0

Nota: SNC: sistema nervoso central; LDGCB: linfoma difuso de grandes células
B; LCBAI: linfoma de células B com aspectos intermediarios.
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A Tabela 14 mostra os resultados da porcentagem de expressao
do antigeno nuclear e nucleolar Ki-67, a qual indica o indice de
proliferacdo celular e é avaliada pela técnica de IHQ. Como
demonstrado nessa Tabela, a mediana da positividade dessa proteina ndo
foi calculada para os subtipos LCB NE, LCM e linfoma plasmablastico,
pois essa analise foi realizada em apenas um caso de cada subtipo. Foi
observada diferenca significativa entre os grupos (P = 0,013). Além
disso, ao comparar os subtipos LB, LDGCB e LCBAI, os quais
apresentaram porcentagens mais elevadas, ndo foi observada diferenca
significativa.

Tabela 14 — Porcentagem de expressdo de Ki-67 pelas células neoplésicas dos
pacientes portadores de linfoma de células B

Subtipo de linfoma de células B Ki-67 (%)

(n=30) Mediana Intervalo

LLC/LLP (n=2) 30,0° 10,0 - 50,0

LDGCB (n = 10) 80,0° 50,0 — 95,0

Linfoma folicular (n = 6) 350° 10,0 — 50,0

Linfoma de Burkitt(n = 4) 92,5° 50,0 — 95,0

LCBAI (n = 5) 80,0° 30,0 - 95,0

LCBNE (n=1) <1,0

LCM (n=1) 40,0

Linfoma plasmablastico (n = 1) 20,0

Nota: LLC/LLP: leucemia linfocitica cronica de células B/linfoma linfocitico de
pequenas células; LDGCB: linfoma difuso de grandes células B; LCBAI:
linfoma de células B com aspectos intermediarios; LCB NE: linfoma de células
B (ndo especificado); LCM: linfoma de células do manto. Houve diferenga
significativa entre “a” e “b” pelos testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney U.

Como supracitado, a expressdo do CD10 é um dos marcadores que
indica que o LCB foi originado no CG, sendo assim é importante avaliar
a positividade desse marcador nas amostras dos pacientes portadores de
LDGCB. Do total de 12 pacientes diagnosticados com LDGCB, cinco
apresentaram expressao de CD10 tanto por IHQ como por IMF. Em trés
desses cinco pacientes, além do CD10, também foi observada a
expressdo de Bcl-6 por IHQ, outro marcador indicativo de LCB da
regido do CG. Além disso, de todos os casos, apenas um paciente
apresentou expressao de CD5 nas células neoplésicas (Tabela 15).
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Tabela 15 — Expressdo dos antigenos CD10 e CD5 entre os casos de LDGCB

NUmero de casos de LDGCB

(n=12)

CD10 n %
Negativo 5 41,7
Positivo 5 41,7

Inconclusivo 1 8,3
Né&o realizado 1 8,3
CD5 n %
Negativo 9 75,0
Positivo 1 8,3
Né&o realizado 2 16,7

Nota: LDGCB: linfoma difuso de grandes células B.
6.3 NEOPLASIAS DE CELULAS PLASMOCITARIAS

Do total de 93 pacientes incluidos no estudo, 27 (29,0%) foram
diagnosticados com um subtipo de NCP. As caracteristicas clinicas e
laboratoriais dos pacientes podem ser encontradas nas Tabelas 16 e 17.

Para as analises estatisticas, o Unico caso de LCP foi excluido.
Entre os grupos MM e MGUS ndo houve diferenca significativa quando
se comparou a idade, assim como a relagdo entre os géneros masculino e
feminino.

Alguns dados ndo foram incluidos na Tabela 17, pois 0s exames
ndo foram realizados no momento do diagnostico. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos em relacdo aos exames laboratoriais.

Tabela 16 — Distribuicdo dos subtipos de neoplasias de células plasmocitarias de
acordo com a idade e o género dos pacientes

Subtipo de , Idade no momento do R
NUmero de casos - Lo Género
NCP n (%) diagnostico (M/IF)
(n=29) Mediana (intervalo)
MM 22 (81,5) 64 (41 -93) 0,6
MGUS 4 (14,8) 76 (54 — 86) 1,0
LCP 1(3,7) 52 M

Nota: NCP: neoplasia de células plasmocitarias; MM: mieloma multiplo;
MGUS: gamopatia monoclonal de significado indeterminado; LCP: leucemia de
células plasmocitarias; M/F: relagdo entre os géneros masculino e feminino; M:
género masculino.
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Tabela 17 — Caracteristicas laboratoriais dos pacientes portadores de neoplasias de células plasmocitarias

MM MGUS LCP
(n=22) (n=4) (n=1)

LDH (U/L)

Mediana 166
(intervalo) (96 - 583) A At

Hemoglobina (g/dL)

Mediana 8,3 10,3 10.7

(intervalo) (5,6 — 15,0) (8,0-13,6) '
B2M (ng/mL)

Mediana 7.887,0 6.207,5 NR

(intervalo) (1.535,0 — 33.275,0) (1.922,0 - 17.333,0)
Célcio (mg/dL)

Mediana 9,0 8,8 153

(intervalo) (7,1-16,2) (8,8-10,0) '
Ureia (mg/dL)

Mediana 51,5 72,0 750

(intervalo) (29,0 — 192,0) (37,0 - 129,0) '
Creatinina (mg/dL)

Mediana 1,4 1,8 20

(intervalo) (0,9-5,3) (0,8-3,3) '
Albumina (g/dL)

Mediana 2,2

(intervalo) (1,2—3,6) M e

Nota: NCP: neoplasia de células plasmocitarias; MM: mieloma maltiplo; MGUS: gamopatia monoclonal de
significado indeterminado; LCP: leucemia de células plasmocitarias; LDH: lactato desidrogenase; B2M: beta-
2-microglobulina; NR: néo realizado.
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Do total de pacientes diagnosticados com MM, 13 (59,1%)
apresentavam o componente monoclonal do tipo 1gG, engquanto que
apenas dois (9,1%) esse componente era do tipo IgA. Do restante,
quatro casos foram considerados como portadores de MM néo secretor,
e em outros trés, a dosagem das imunoglobulinas ndo foi realizada.

6.4 AVALIACAO DOS SUBTIPOS MAIS FREQUENTES DE
NCLM-B

Com o objetivo de determinar a estratificacdo prognostica dos
pacientes, foram avaliados apenas os subtipos mais frequentes de
NCLM-B encontrados no presente estudo: MM, LLC/LLP, LDGCB, LF
e LB, os quais somaram 66 pacientes. Essa medida foi tomada a fim de
analisar um maior ndmero de pacientes portadores de um mesmo
subtipo de neoplasia. Como pode ser observado na Figura 9, a maioria
dos pacientes diagnosticados com MM (54,6%) foi estratificada no
estagio ISS Il ou seja, o de maior risco. Enquanto que a maioria dos
pacientes portadores de LLC/LLP (64,3%) foi estratificada nos estagios
0A e IA, ou seja, de menor risco. Um pouco mais da metade dos
pacientes portadores de LF apresentaram risco baixo ao diagndstico,
enquanto que 71,4% dos pacientes portadores de LB foram
estratificados como de risco intermediario-alto e apenas 25,0% daqueles
classificados como LDGCB foram classificados como de risco baixo.
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Figura 9 — Estratificagdo prognostica dos pacientes portadores dos subtipos mais
frequentes de NCLM-B.

A

n=3 n=3

13.6% 13.6%

mOA
n=4 MISSI aiA
18.2% miss1n -I'H
® ISS 1T i

LB\
ND VB

mIvC
n=12
54.6%

100.0

C 90.0 -
80,0 —+
70,0
60.0 HRisco alto
50,0 # Risco intermediario - alto
40,0 B Risco intermediario
30.0 B Risco baixo

20,0

10,0

0.0

LDGCB LF LB

Nota: (A) Mieloma mdltiplo (n = 22), (B) LLC/LLP (n =14), (C) LDGCB (n =
12), LF (n = 11) e LB (n = 7). ISS: International Staging System; ND: néo
definido pela auséncia do resultado do exame de beta-2-microglobulina.
LLC/LLP: leucemia linfocitica crénica de células B/linfoma linfocitico de
pequenas células; LDGCB: linfoma difuso de grandes células B; LF: linfoma
folicular; LB: linfoma de Burkitt.

Apos a estratificagdo prognostica dos pacientes, foi avaliado o
tipo de resposta ao tratamento, a frequéncia de 6bito e as curvas de SG.
As Tabelas detalhadas contendo informagBes de cada paciente,
incluindo os protocolos de tratamento aplicados, podem ser encontradas
nos Apéndices C a G.

A resposta ao tratamento foi avaliada como resposta
completa/parcial ou recidiva/progressdo. E importante ressaltar que
foram avaliados apenas os pacientes diagnosticados com os subtipos
mais frequentes de NCLM-B e que receberam tratamento
quimioterapico. Observa-se que em todos os subtipos, exceto o LB, 50%
ou mais dos pacientes apresentaram resposta completa/parcial.
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Infelizmente, em mais de 80% dos casos de LB a neoplasia recidivou ou
progrediu (ver Figura 10).

Aqueles pacientes em que néo foi necessario ou nao foi possivel
realizar o tratamento quimioterapico, foram classificados nas categorias
“expectantes”, “tratamento comorbidades”, “tratamento recusado” e
“diagnostico seguido de Obito”. Esses dados também podem ser
observados nos Apéndices C a G.

Figura 10 — Distribuicdo dos pacientes de acordo com a resposta ao tratamento
completa/parcial ou recidiva/progressdo
Mieloma multiplo LLC'LLP

n=6
35.3%

LDGCB Linfoma folicular

n=3
n=06 42.9%

50,0%

Linfoma de Burkitt

’ ® Resposta completa parcial
n=>»5

Recidiva/progressio

83.3%

Nota: LLC/LLP: leucemia linfocitica crénica de células B/linfoma linfocitico de
pequenas células; LDGCB: linfoma difuso de grandes células B.

Inicialmente, a frequéncia de 6bito e a curva de SG foram
avaliadas de todos os 93 pacientes incluidos no estudo (ver Figura 11).
Em seguida, calculou-se separadamente a SG dos subtipos de NCLM-B
mais frequentes (ver Figura 12).

A frequéncia de Obito dos pacientes portadores de NCLM-B
durante o periodo de estudo foi de 31,2%, ou seja, 29 dos 93 pacientes
foram a o6bito. As principais causas de Obito foram infeccOes
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secundarias, que levaram 11 pacientes a ébito, sequidas de complicacdes
da progressdéo da NCLM-B, responsavel por sete O&bitos, e de
complicagdes da infeccdo pelo HIV, que levou trés paciente a ébito.

A média da SG dos 93 pacientes foi de 27,6 meses (intervalo de
confianca de 95%: 24,0 a 31,2 meses).

Figura 11 — Curva de sobrevida global dos pacientes diagnosticados com
NCLM-B (n =93)
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Nota: NCLM-B: neoplasias de células linfoides maduras B

Como pode ser observado na Figura 12 e Tabela 18, os pacientes
com LB apresentaram SG significativamente menor que a dos
portadores de LLC/LLP (P = 0,0021), de LF (P =0,0121) e de LDGCB
(P =0,0412). Além disso, observa-se que a SG dos pacientes portadores
de LLC/LLP tende a ser maior que a dos portadores de MM (P =
0,0530).
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Figura 12 — Curva de sobrevida global dos pacientes diagnosticados com as
NCLM-B mais frequentes separadas por subtipo
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Nota; NCLM-B: neoplasias de células linfoides maduras B; LLC/LLP: leucemia
linfocitica crénica de células B/linfoma linfocitico de pequenas células;
LDGCB: linfoma difuso de grandes células B.
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Tabela 18 — Média de sobrevida global dos subtipos mais frequentes de NCLM-
B

Subtipo de Temposrgédio de Intervalo %(;(():/onfianga de
NCLM-B y
(meses) (meses)

Mieloma multiplo 23,3 16,5-30,2
LLC/LLP 32,6 28,2-37,1°
LDGCB 14,7 11,9-17,6°
Linfoma folicular 24,0 19,0-29,0°
Linfoma de Burkitt 7.9 28-129"

Nota: NCLM-B: neoplasias de células linfoides maduras B; LLC/LLP: leucemia
linfocitica cronica de células B/linfoma linfocitico de pequenas células;
LDGCB: linfoma difuso de grandes células B; SG: sobrevida global. Houve
diferenca significativa entre “a” e “b” em relacdo ao tempo de SG pelo teste de
Log-rank.

Como visto anteriormente, a IMF vem sendo utilizada para o
diagnostico de diferentes neoplasias hematoldgicas; no entanto, o
método considerado como padrdo ouro para o diagnéstico das NCLM-B
é a IHQ. Sendo assim, em outra etapa do trabalho, foram analisados os
graus de concordancia entre esses exames para 0s subtipos mais
frequentes de NCLM-B em que havia resultados dos exames pelos dois
métodos. A concordancia entre os exames de IMF e IHQ foi de 100%,
47,5%, 93,2%, 71,7% e 46,9%, para os subtipos MM, LLC/LLP,
LDGCB, LF e LB, respectivamente (Tabela 19).

Tabela 19 — Graus de concordancia entre os exames de imunofenotipagem e de
imuno-histoquimica para os subtipos mais frequentes de NCLM-B

Subtipo de NCLM-B  Valor de Kappa P Concordancia
Mieloma multiplo 1,000 <0,001 Excelente
LLC/LLP 0,475 0,216 Moderada
LDGCB 0,932 0,067 Excelente
Linfoma folicular 0,717 0,131 Boa
Linfoma de Burkitt 0,469 0,224 Moderada

Nota: P: valor de P para o teste Kappa; NCLM-B: neoplasias de células
linfoides maduras B; LLC/LLP: leucemia linfocitica cronica de células
B/linfoma linfocitico de pequenas células; LDGCB: linfoma difuso de grandes
células B.
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6.5 PERFIL DE EXPRESSAO DOS  MARCADORES
FENOTIPICOS DOS SUBTIPOS MAIS FREQUENTES DE
NCLM-B

Nessa etapa dos resultados, foram avaliados apenas 0s pacientes
diagnosticados com os subtipos mais frequentes de NCLM-B cujo
diagndstico foi realizado pela IMF com oito cores, ou seja, a partir de
abril de 2013. Dessa forma, foram avaliados sete casos de LLC/LLP,
cinco de LDGCB, quatro de LF, quatro de LB e oito de MM (ver
Tabelas 20 e 21).

Posteriormente, a expressdo dos marcadores fenotipicos foi
avaliada pela fusdo de arquivos (file merge) dos pacientes (ver 14 a 19).
O objetivo do grafico gerado por essa ferramenta é permitir a analise da
expressao dos marcadores nas amostras de uma forma global. Dessa
forma, os histogramas representam a expressdo dos marcadores pelas
células neoplasicas. Quanto mais deslocados para a direita do grafico,
maior é a expressdo de determinado parametro pelas células. Quanto
menor a amplitude do histograma, mais homogénea é a expressdo de
determinado parametro pelas células. Finalmente, a presenca de dois ou
mais histogramas para um mesmo pardmetro indica populagdes
diferentes de células com expressdes distintas. Nos histogramas, os
pardmetros FSC e SSC estdo em escala linear, enquanto que os demais
parametros estdo em escala logical ou bi-exponencial.

N&o foi possivel realizar a fusdo de arquivos de todos os
pacientes diagnosticados com o painel de oito cores, devido a algumas
limitagGes, tais como a alteracdo de configuragdo quando amostras
foram adquiridas em outro equipamento e o pouco volume de amostra
ndo permitindo a realizacdo do painel completo.
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Tabela 20 — Perfil de expressdo de marcadores nas células neoplésicas dos vinte
pacientes portadores dos subtipos mais frequentes de linfoma de células B
diagnosticados com o painel de oito cores do grupo Euroflow “doencas
linfoproliferativas de células B”

LLC/LLP LDGCB LF LB
(n=7) (n=15) (n=4) (n=4)

CD5 + - - -
CD38 -+ + -/+ ++
CD20 /= + + -/++
CD45 ++ +/++ ++ +/++
CD23 4 - -/+ =
CD10 - -/+ + +
CD200 4 -+ -/+ 5
CD79 -/+ + -+ -/+
CD43 =/ - -/+ -/+
CD31 -/+ - - -
LAIR-1 -/+ - -/+ =
CDll1c -/+ -/+ - -/+
slgM -/+ 4HF -/+ +/++
CD81 -/+ + -/+ +/++
CD103 - - = =
CD95 - - -/+ -
CXCRS5 +* + 4 -/+
CD49d -+ - -/+ -/+
CD62L -/+ - -/+ -
CD39 + + - -
CD27 -+ - -/+ -/+
Bcel-2 NA + + -/+

Nota: LLC/LLP: leucemia linfocitica cronica de células B/linfoma linfocitico de
pequenas células; LDGCB: linfoma difuso de grandes células B; LF: linfoma
folicular; LB: linfoma de Burkitt; NA: ndo avaliado; +: positivo em todos os
casos; ++: fortemente positivo em todos 0s casos; +/++: casos positivos e casos
fortemente positivos; -/+: casos negativos e casos positivos; -: negativo em
todos os casos.
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Tabela 21 — Distribuicdo dos oito casos de mieloma multiplo diagnosticados
com o painel de oito cores do grupo Euroflow “neoplasias de células
plasmocitarias” em relagdo ao perfil de expressdo de marcadores nas células
plasmaocitarias

NuUmero de casos

n (%)
Marcador Expr_e_sséo Expresség heterog_é_nea Expres_séo
positiva (de negativa a positiva) negativa
CD56 8 (100,0) 0 0
B2M 8 (100,0) 0 0
CD28 0 1(12,5) 7 (87,5)
CD27 2 (25,0) 2 (25,0) 4 (50,0)
CD117 2 (25,0) 1(12,5) 5 (62,5)
CD81 3(37,5) 2 (25,0) 3 (37,5)
CD20 0 0 8 (100,0)
CD45 1(12,5) 2 (25,0) 5 (62,5)

Nota: Todos os casos coexpressavam CD38 e CD138, além da auséncia de
expressdo de CD19. B2M: beta-2-microglobulina.

Como pode ser observado na Tabela 21 e na Figura 14, as células
plasmocitarias neoplasicas dos oito pacientes portadores de MM
apresentaram perda da expressdo de CD19 e CD27, normalmente
expressos em células plasmocitérias normais. Em contraste, observou-se
a expressdo aberrante, brilhante e homogénea de CD56 em todos 0s
casos, a qual ndo é observada em células plasmocitarias normais.
Praticamente em todos 0s casos ndo se observou a expressao de CD28
(n = 7). Pode-se observar ainda, a expressdo heterogénea de CD45, com
casos que variaram de negativos a positivos; no entanto, a grande
maioria dos casos (n = 5) ndo apresentou expressdo desse marcador, o
gue também é uma caracteristica aberrante das células plasmocitarias
neoplasicas. De uma forma homogénea, todos os oito casos de MM
apresentaram expressdo de B2M, em contraste, a expressdo de CD81 foi
heterogénea, com casos positivos, casos com expressdo variavel (de
negativo a positivo) e casos negativos.

Em relacdo ao fendtipo dos pacientes diagnosticados com
LLC/LLP (ver Tabela 20 e Figura 14), observou-se que todos 0s casos
avaliados coexpressaram CD5 e CD23, e ndo expressaram CD10.
Destaca-se entre 0s novos marcadores, a expressao brilhante de CD200
em todos os casos, a positividade para o CD39 e o CD62L, a
negatividade homogénea para 0 CD95 e a expressdo do CD49d em
cinco dos sete casos em que o marcador foi avaliado.
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Ja na andlise do fenétipo dos subtipos LDGCB, LF e LB (ver
Tabela 20 e Figuras 16 a 19) pode-se constatar que a expressao de CD10
foi homogénea no LF e no LB, enquanto que no LDGCB foi
heterogénea. De forma interessante, observou-se uma expressao
crescente de CD19 e CD38 com o LDGCB com expressdo mais fraca e
0 LB com expressdo mais brilhante, enquanto que o contrario pode ser
observado para 0 CD22. A expressdo de CD45 parece ser de intensidade
mais fraca no LF e no LB. A expressdo de CD43 e de CD49d parece ser
mais intensa no LB do que nos outros subtipos. A expressao de IgM de
superficie tende a ser brilhante no LDGCB e no LB, enquanto que no
LF é menos intensa. A expressdo de CD81 nas células dos pacientes
com LB se destacou por ser particularmente forte. O CD95 parece ter
intensidade discretamente maior no LDGCB e no LF do que no LB.
Enquanto que o CD39 apresentou maiores intensidades de expressdo
para o LDGCB.

Posteriormente, a expressdo de B2M nas células plasmocitarias
neoplésicas foi correlacionada com a concentracdo sérica dessa proteina.
Quando os valores da intensidade de fluorescéncia média (IFM) das
células plasmocitarias foram comparados as concentragfes séricas, ndo
foi possivel observar correlacdo entre os dois parametros (Figura 13).
Além disso, ndo foi possivel relacionar as concentragBes séricas de B2M
a agressividade da doenga.

Figura 13 — Beta-2-microglobulina sérica e de membrana dos oito casos de
mieloma multiplo diagnosticados com o painel de oito cores
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Adicionalmente, no Apéndice H, podem ser observadas imagens
das células neoplasicas em amostras de pacientes diagnosticados com
NCLM-B do presente estudo. Essa parte do trabalho objetivou
caracterizar morfologicamente essas células neoplasicas a fim de
auxiliar diagnosticos futuros.
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Figura 14 — Histogramas da expressao de 14 parametros nas células plasmocitarias neoplésicas dos pacientes diagnosticados com
mieloma multiplo, utilizando-se o painel de oito cores (n = 6)
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Figura 15 — Histogramas da expressdo de 27 parametros nas células neoplasicas dos pacientes diagnosticados com leucemia
linfocitica cronica de células B/linfoma linfocitico de pequenas células, utilizando-se o painel de oito cores (n = 5)
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Figura 16 — Histogramas da expressdo de 27 parametros nas células neoplasicas dos pacientes diagnosticados com linfoma difuso
de grandes células B, utilizando-se o painel de oito cores (n = 4)
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Figura 17 — Histogramas da expressdo de 27 parametros nas células neoplasicas dos pacientes diagnosticados com linfoma
folicular, utilizando-se o painel de oito cores (n = 4)
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Figura 18 — Histogramas da expressdo de 27 parametros nas células neoplasicas dos pacientes diagnosticados com linfoma
de Burkitt, utilizando-se o painel de oito cores (n = 3)
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Figura 19 — Histogramas sobrepostos da expressdo de 27 parametros nas células neoplasicas dos pacientes diagnosticados com
linfoma difuso de grandes células B (vermelho), linfoma folicular (azul) e linfoma de Burkitt (preto), utilizando-se o painel de
oito cores
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Figura 20 — Principais marcadores presentes no painel de oito cores que apresentaram diferengas de expressdo entre os pacientes
diagnosticados com linfoma difuso de grandes células B (vermelho), linfoma folicular (azul) e linfoma de Burkitt (preto).
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7 DISCUSSAO

As NCLM-B constituem um grupo heterogéneo de doencas
caracterizadas pela expansdo clonal de células linfoides maduras do tipo B
(SWERDLOW et al., 2008). Essas neoplasias compreendem um grupo de
doencas cujas taxas de incidéncia e mortalidade vém crescendo
mundialmente (LUz & MATTOS, 2011). Esses aspectos motivaram a
realizacdo deste estudo, que teve como objetivo avaliar o perfil dos
pacientes portadores de NCLM-B diagnosticados e acompanhados no HU-
UFSC. Para tanto, foram analisados os dados clinicos e laboratoriais de 93
pacientes. Esses pacientes apresentavam diferentes subtipos de NCLM-B,
entre eles, LCB e NCP.

Do total de casos analisados neste estudo, a NCLM-B mais frequente
foi 0 MM (23,7%), um subtipo de NCP. Entre os pacientes diagnosticados
com LCB, observou-se que os subtipos mais comuns foram: LLC/LLP,
LDGCB, LF e LB. Esses dados sdo semelhantes aos encontrados na
literatura mundial e brasileira (SMITH et al., 2010; GOUVEIA et al., 2011).

Em 1997, foi publicado um estudo do The Non-Hodgkin’s
Lymphoma Classification Project baseado na classificacdo de linfomas
International Lymphoma Study Group Classification. Esse estudo foi
utilizado pela classificacdo da OMS de 2008 para relatar as frequéncias dos
diferentes subtipos de linfomas, uma vez que analisou um total de 1.378
casos de linfomas de diferentes paises, incluindo os de origem B e T (THE
NON-HODGKIN'S LYMPHOMA CLASSIFICATION PROJECT, 1997).
Os resultados encontrados por esse estudo mostraram que o LDGCB foi o
subtipo mais comum, representando 30,6% dos casos, seguido pelo LF
(22,1%). Acredita-se que os casos de LLC/LLP (6,7%) foram
subestimados, pois foram avaliados apenas pacientes com aspectos clinicos
de linfoma, 0s quais muitas vezes estdo ausentes nos pacientes portadores
de LLC/LLP.

E importante destacar que o estudo do The Non-Hodgkin’s
Lymphoma Classification Project encontrou uma frequéncia para LB menor
que 1%, sendo considerado um dos LCB menos comuns, enquanto que na
populagdo do presente estudo essa neoplasia é o quarto subtipo de LCB
mais comum. No entanto, essa diferenca pode ser devido ao fato de que, no
estudo de 1997, os linfomas de alto grau Burkitt-like foram considerados
em um grupo a parte com uma frequéncia de 2,1%. Ainda, os autores
destacaram a dificuldade encontrada em diferenciar os LDGCB dos LB.



88
Esses pacientes, na classificacdo da OMS de 2008, seriam classificados
como LCBAI entre LDGCB e LB.

Outro estudo, publicado em 2010 pelo grupo da Haematological
Malignancy Research Network (HMRN), analisou 8.131 pacientes
diagnosticados com neoplasias hematoldgicas na regido do Reino Unido.
Os casos foram classificados de acordo com a primeira classificagcdo da
OMS, publicada em 2001. Entre as NCLM-B, os seguintes subtipos foram
0s mais comuns: LDGCB (1.098 casos), MM (876 casos), LLC/LLP (835
casos), LF (446 casos), LZM (390 casos), LCM (100 casos), LB (54 casos)
e tricoleucemia (48 casos) (SMITH et al., 2010). Novamente, o dado que
difere em relagdo ao presente estudo é a frequéncia do LB.

No Brasil, um estudo publicado em 2011 no Estado de S&o Paulo que
avaliou a prevaléncia dos subtipos de LNH em uma populagéo total de 546
casos encontrou a seguinte frequéncia: LDGCB com 49,45% dos casos, LF
com 7,69%, LB com 6,41%, linfoma difuso e de células pequenas
inclassificavel com 6,41% e LLC/LLP com 6,23% (GOUVEIA et al., 2011).
Dessa forma, pode-se observar que, no estudo paulista, a prevaléncia do LB
é semelhante a encontrada no presente estudo. Entretanto, a prevaléncia de
LLC/LLP é discordante.

Vale ressaltar que estudos que avaliem a prevaléncia dos subtipos de
NCLM-B no Brasil sdo escassos. Epidemiologicamente, a populagdo
pediatrica tem sido a mais estudada (PEDROSA et al., 2007; FERREIRA et al.,
2012). Ferreira e colaboradores (2012) avaliaram casos de linfomas em
criangas e adolescentes de 14 centros brasileiros de registro de cancer de
capitais brasileiras. Na regido Sul foram representados apenas os dados de
Porto Alegre e de Curitiba, pois ndo havia dados provenientes de
Floriandpolis. Isso reforca a necessidade de estudos que avaliem 0s
subtipos de NCLM-B no Estado de Santa Catarina, tanto em pacientes
pediatricos como em adultos.

Queiroga e colaboradores (2008) demonstraram a distribui¢do do LB
nas cinco regides brasileiras e analisaram os casos em relagdo a idade
(pediatricos ou adultos), entre outros parametros. De forma interessante, é
possivel observar nos seus resultados que o LB na regido Sul acomete
principalmente pacientes adultos (67%), enquanto que nas outras quatro
regides a maioria dos casos ocorre em pacientes pediatricos (QUEIROGA et
al., 2008). Esse resultado corrobora a maior frequéncia de LB encontrada
no presente estudo, o qual é composto em sua totalidade por pacientes
adultos residentes da regido Sul.
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Segundo dados do Ministério da Salde do Brasil, a cidade de
Florian6polis corresponde ao terceiro municipio brasileiro com maiores
taxas de deteccdo e de mortalidade pelo HIV e a regido Sul lidera o ranking
das maiores taxas de deteccdo (aproximadamente 2,3 vezes maior que a
taxa do pais) (BRAsIL, 2014). Esses dados associados ao maior risco de
desenvolvimento de LB em pacientes soropositivos para o HIV (Perkins e
Friedberg, 2008) podem justificar a maior frequéncia de LB em pacientes
adultos encontrados neste trabalho.

No presente estudo, foi observada uma frequéncia de pacientes
portadores de NCLM-B soropositivos para o HIV de 9,7%, o qual é
semelhante aos dados encontrados por Shiels e colaboradores (2013). Esses
autores americanos avaliaram 115.643 casos de LNH e observaram uma
frequéncia de 5.9% de infeccdo pelo HIV (SHIELS et al., 2013). Conforme a
literatura, o LDGCB ¢ o subtipo de linfoma mais comumente diagnosticado
em pacientes soropositivos para o HIV, apesar de a incidéncia de LDGCB
associado ao HIV ter declinado apés a introducdo da terapia antirretroviral
altamente ativa (HAART) (CARBONE et al.,, 2014). Além do LDGCB,
outros subtipos de linfomas também vém sendo associados a essa infecgéo,
tais como: LB, LH, linfoma primario de efusdes e linfoma plasmablastico
de cavidade oral (NAVARRO & KAPLAN, 2006; GROGG et al., 2007;
CARBONE et al., 2014). De fato, dos nove pacientes diagnosticados com
NCLM-B soropositivos para o HIV no presente estudo, quatro
apresentavam LB, dois LCBAI e dois linfoma plasmabléastico de cavidade
oral.

O LCBAI é um subtipo de LCB agressivo que exibe caracteristicas
morfoldgicas e genéticas de dois subtipos de linfomas, porém, por questdes
clinicas, ndo deve ser incluido em um subtipo especifico (SWErRDLOW et al.,
2008). De acordo com a classificagdo da OMS de 2008, os LCBAI podem
ser divididos em dois grupos: LCBAI entre LDGCB e LH e aqueles entre
LDGCB e LB. No presente estudo, os seis casos de LCBAI correspondem
ao segundo grupo. Dos seis pacientes, trés (50% dos casos) foram a 6bito
em um tempo de 11, cinco e 18 meses ap6s o diagnostico, sendo que 0s
dois Gltimos eram soropositivos para o HIV.

As NCP ndo sdo comumente associadas aos pacientes soropositivos
para 0 HIV. No entanto, existem relatos de desenvolvimento de MM em
pacientes soropositivos para esse virus em individuos jovens, o que difere
dos outros casos, pois em geral, essas neoplasias acometem individuos
idosos (FIORINO & ATAC, 1997; DEzUBE et al., 2004). Esse fato estd de
acordo com um caso incluido neste estudo, o qual era soropositivo para o
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HIV e portador de MM aos 43 anos. Infelizmente, ndo foi possivel realizar
0 acompanhamento clinico desse paciente, pois, 0 mesmo havia
abandonado o tratamento antirretroviral ha alguns anos e a infec¢do estava
em um estagio muito avancado, o que o levou a Gbito em menos de um més
apos o diagnostico da neoplasia.

O EBV é associado a diversas doencas linfoproliferativas, em
especial aquelas de origem de células B (TAO & WASIK, 2001). Neste
estudo, a pesquisa de antigenos do EBV nas células neoplasicas foi
realizada por IHQ. Dos sete casos analisados, apenas dois foram positivos,
um caso de LDGCB EBV positivo do idoso e um linfoma plasmablastico.
Em ambos os casos, os LCB apresentavam localizagdo extranodal na
cavidade abdominal e oral, respectivamente. Esses dados corroboram 0s
relatos da literatura que associam linfomas EBV positivos com a predilecéo
a sitios extranodais, além de um curso clinico agressivo (TAO & WASIK,
2001). O caso de linfoma plasmablastico também era soropositivo para o
HIV e segue o tratamento com o protocolo EPOCH, enquanto que o
paciente portador do LDGCB EBV positivo do idoso foi a 6bito ap6s 11
meses do diagndstico. Entretanto, notou-se que os resultados da
investigacdo da infeccdo pelo EBV e sua associagdo aos LCB do presente
estudo estdo subestimados, pois, em muitos casos, nem mesmo a pesquisa
soroldgica foi solicitada.

Ainda em relacdo aos fatores de risco, uma meta-analise que buscou
associar o tabagismo a linfomas demonstrou que de 6.594 casos oriundos de
estudos americanos, europeus e australianos, o risco de desenvolver linfoma
foi discretamente maior em individuos fumantes quando comparados ao
grupo controle. Quando estratificados entre os subtipos de linfoma, aquele
que apresentou diferenca significativa foi o LF (MORTON et al., 2005). Mais
recentemente, outra meta-analise que avaliou 5.026 casos também observou
uma associacdo significativa entre tabagismo ativo e LF, mas ndo em
relacdo a outros subtipos de linfomas (GiBSON et al., 2013). Ao analisar os
12 pacientes tabagistas ativos do presente estudo, observou-se que quatro
deles foram diagnosticados com LF, o que vai ao encontro dos estudos
supracitados. Além disso, outros quatro casos foram diagnosticados com
LLC/LLP; no entanto, ndo ha associagdo na literatura entre esse subtipo de
NCLM-B e tabagismo.

Segundo dados do Ministério da Agricultura, em 2008, o Brasil
ultrapassou os Estados Unidos e assumiu o posto de maior mercado
mundial de agrotdxicos. Esse fato destaca a importancia de estudos que
relacionem o uso dessas substancias carcinogénicas aos impactos na salde
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dos trabalhadores rurais (BoccoLINl et al., 2013). Neste estudo, sete
pacientes relataram exposicdo ocupacional a agrotdxicos. Desses, trés
foram diagnosticados com um subtipo de NCP (MM, MGUS e LCP)
enquanto que outros trés foram diagnosticados com LLC/LLP. Esses
resultados se assemelham aqueles encontrados por Alavanja e
colaboradores (2014), que ao analisar 523 casos de linfoma e de MM
encontraram uma associagdo positiva entre individuos expostos ao pesticida
permetrina (inseticida e acaricida) e o desenvolvimento de MM, assim
como os pesticidas DDT e terbufos (inseticida organofosforado) e
LLC/LLP (ALAVANJA et al., 2014).

No presente estudo, foi encontrada uma mediana de idade no
momento do diagnéstico de 58 anos. De acordo com dados de um estudo
brasileiro, a mediana de idade em pacientes diagnosticados com LNH é de
50 anos (GOUVEIA et al., 2011). Em um estudo epidemiolégico mundial foi
demonstrado que a mediana de idade de pacientes diagnosticados com
linfomas é em torno de 70 anos, com apenas alguns subtipos que acometem
pacientes mais jovens, tais como: LF, LB e linfoma priméario do mediastino,
com medianas de idade de 65, 52 e 36 anos, respectivamente (ROMAN &
SMITH, 2011). De fato, no presente estudo foi observada a idade mediana
de 33 anos nos pacientes com LB, a qual foi estatisticamente diferente da
observada para outros subtipos de LCB.

Segundo os dados da literatura, os pacientes portadores de LCM
apresentam uma pequena variagao na distribuicdo das idades, cuja mediana
é de 74 anos (ROMAN & SMITH, 2011). Neste trabalho, apesar do nimero
pequeno de casos avaliados, pode-se observar que a variacdo da idade dos
pacientes foi muito pequena (73 e 79 anos). Ao contrario, 0s casos de
LDGCB séo conhecidos por apresentarem as maiores variagfes de idade
(ROMAN & SMITH, 2011), e essa caracteristica também foi possivel de se
observar nos casos deste estudo, em que as idades variaram entre 20 a 72
anos.

Em relacdo aos dados clinicos dos pacientes portadores de LCB no
momento do diagnostico, pode-se destacar a presenca de doenca bulky em
cinco dos 12 (41,7%) pacientes portadores de LDGCB. J& um estudo que
avaliou os dados de 128 casos de LDGCB mostra uma frequéncia menor,
de 25%, de doenca bulky entre esses pacientes (CoLomo et al., 2003). O
subtipo de LCB que se destacou em relacdo a presenca de esplenomegalia
foi o LF, com trés casos (27,3%) com presenca de discreta esplenomegalia.
De fato, esse é um achado clinico comum em pacientes portadores de LF
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(FREEDMAN, 2014). No entanto, para esse subtipo de LCM, esplenomegalia
massiva é uma condi¢do clinica rara (Koiso et al., 2012).

As NCLM-B podem apresentar um curso clinico que varia de
indolente a extremamente agressivo (SHANKLAND et al., 2012). Dessa
forma, além do diagndstico correto, a defini¢do do progndstico do paciente
é fundamental para a definicdo da conduta clinica, a qual pode ser desde
expectante até protocolos combinados de quimioterapia (GORCZYCA, 2011).

Assim, os exames laboratoriais mais importantes para verificar o
grau de agressividade de um linfoma sdo: a dosagem sérica da atividade da
enzima LDH e a porcentagem do antigeno proteico nuclear e nucleolar Ki-
67 por IHQ. Desde a década de 1970, quando os indices prognosticos
comecgaram a ser propostos, a atividade da LDH elevada é considerada um
fator de mau progndstico independente do subtipo de linfoma ou de outros
pardmetros clinicos (FERRARIS et al., 1979). No presente estudo foi
observada uma diferenca significativa entre os subtipos de LCB quando
esse parametro foi avaliado. Os valores mais elevados foram observados
nos subtipos LDGCB, LB e LCBAI com medianas e intervalos de 406 U/L
(184 — 2.739 U/L, 1.534 U/L (243 — 7.239 U/L) e 464 U/L (170 — 6.121
U/L), respectivamente.

Na andlise dos resultados da atividade da LDH de forma individual
dos pacientes portadores de LB, observou-se que em apenas um caso essa
dosagem ao diagnostico foi menor que 500 U/L (243 U/L). Esse foi o Unico
paciente com LB que apresentou resposta completa/parcial ao tratamento e
que, atualmente, encontra-se em bom estado geral. Em relacdo aos
pacientes portadores de LDGCB, ndo foi possivel observar o mesmo
padrdo, pois, 0s pacientes com os valores mais altos de LDH em torno de
2,000 U/L apresentaram tanto resposta completa/parcial como
recidiva/progressao.

Mais recentemente, a avaliacdo da expressdo de Ki-67 passou a ser
considerada como um fator prognéstico para linfomas, pois, indica o indice
de proliferacdo celular (BROYDE et al., 2009). Como pode ser observado na
Tabela 14, os subtipos LDGCB, LB e LCBAI apresentaram valores
elevados de expresséo de Ki-67 (80,0%, 92,5% e 80,0%, respectivamente),
guando comparados aos subtipos indolentes, como o LF (35,0%). Esses
resultados corroboram os dados de Broyde e colaboradores (2009), que
mostraram a frequencia da expressao de Ki-67 nos subtipos LDGCB, LF,
LLC/LLP, LB atipico e LCM de 67,5%, 32,1%, 10,8%, 96,5% e 40,2%,
respectivamente.
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De forma interessante, para ambos os parametros LDH e Ki-67
houve diferenca significativa entre os subtipos, e 0s que apresentaram
valores mais elevados foram LDGCB, LB e LCBAI. Quando esses trés
grupos foram avaliados entre si, ndo houve diferenca significativa, o que
indica uma semelhanca bioldgica entre essas entidades.

Da mesma forma que a atividade da LDH é importante para a
estratificagdo prognostica dos linfomas, a determinacdo das concentracfes
séricas de B2M ¢€ essencial para a estratificacdo dos casos de MM pelo
indice ISS, o qual também se baseia nas concentragbes de albumina sérica
(CHou, 2012). A B2M é um pequeno polipeptideo que faz parte do
complexo principal de histocompatibilidade de classe | (do inglés, MHC-I)
(GUssow et al., 1987).

Um estudo conduzido por Ludwig e colaboradores (2013) reuniu 0s
dados de 156 pacientes diagnosticados com MM e os resultados mostraram
que os valores de B2M acima de 5.500 ng/mL estavam associados a um
menor tempo de sobrevida (LUDWIG et al., 2013). No presente estudo, a
concentracdo mediana de B2M foi de 7.887,0 ng/mL com um intervalo de
15350 a 33.275,0 ng/mL. Dos 12 pacientes que apresentaram
concentracBes de B2M acima de 5.500 ng/mL, nove apresentaram resposta
completa/parcial ao tratamento, enquanto que dois apresentaram
recidiva/progressdo da neoplasia. Além disso, durante o periodo de estudo,
desses 12 pacientes quatro foram a ébito. Assim, ndo foi observada
associacdo entre 0s pacientes que apresentaram concentracfes de B2M
acima de 5.500 ng/mL a piores respostas ao tratamento ou maior frequéncia
de obito.

Além disso, um estudo pioneiro avaliou a correlacdo entre a
concentracdo serica e a expressdo na membrana celular de moléculas
envolvidas nas interagdes entre as células plasmocitarias neoplasicas e 0
microambiente da MO, entre elas, a B2M. Os resultados obtidos
demonstraram que, como esperado, os pacientes portadores de MM com
concentracBes séricas de B2M mais elevadas apresentaram uma doenca
com caracteristicas agressivas. Em contrapartida, altos graus de expressao
da B2M na membrana celular das células plasmocitarias neoplasicas,
mensurada pela IFM por citometria de fluxo, foram associados a
caracteristicas favoraveis, como concentraces séricas mais elevadas de
albumina e de imunoglobulina policlonal, além de maiores taxas de SG.
Essa correlagdo inversamente proporcional entre as concentragfes séricas e
de membrana pode ser explicada pela ocorréncia nas células plasmocitarias
neoplasicas de uma quebra na ligagdo entre o complexo MHC-I e a B2M,
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0s quais sdo liberados da membrana celular para o plasma (PEREZ-ANDRES
et al., 2009). Assim, no presente estudo, avaliou-se a correlagdo entre esses
dois pardmetros nos pacientes com diagndstico realizado com o painel de
oito cores, visto que o0 anticorpo anti-B2M ndo estava inserido no painel de
quatro cores. No entanto, ndo foi observada correlagcdo inversa ou
proporcional.

Ainda em relagdo aos pacientes portadores de MM, o predominio do
componente monoclonal do tipo IgG corrobora os dados da literatura. No
estudo de Geng e colaboradores (2013) que avaliou 264 casos de MM,
42,0% eram do tipo 1gG, 19,7% do tipo IgA e 8,0% do tipo IgD (GENG et
al., 2013). Previamente, um estudo que avaliou um nimero ainda maior de
casos (1.027) também observou perfil semelhante (KYLE et al., 2003).

Dando continuidade a avaliacdo de dados laboratoriais e fenotipicos
que influenciam na defini¢do do progndstico dos pacientes, cada vez mais
se tem dado importancia a definicdo da origem do LDGCB como do tipo
CG ou ndo CG pela expressdo dos marcadores CD10, Bcl-6 e MUM1 nas
células neoplasicas (HANS et al., 2004).

Barrans e colaboradores (2002) observaram que o LDGCB com
fenétipo do CG (CD10 e Bcl-6 positivos) identifica um grupo de
progndstico favoravel, enquanto que a expressdo de Bcl-2 foi associada a
um pior prognostico (BARRANS et al., 2002). Outro estudo analisou
fenotipicamente a expressdo de Bcl-2 em 128 pacientes com LDGCB e
encontrou correlacdo entre a expressdo de Bcl-2 e uma doenca mais
avancada e menor SG. Entretanto, ndo foi observada correlagdo entre
LDGCB com fen6tipo do CG e o tempo de SG (CoLomo et al., 2003). No
presente estudo, dos doze pacientes diagnosticados com LDGCB, cinco
apresentaram expressao de CD10 e, desses, em trés havia a coexpressao de
CD10 e Bcl-6, 0 que caracteriza 0 LDGCB do tipo CG. Em apenas um caso
a expressdo de MUML foi avaliada com positividade em 20% das células.
Trés dos cinco pacientes com expressdo de CD10 foram a Obito por
progressao da neoplasia, enquanto que 0s outros dois apresentaram resposta
completa/parcial ao tratamento, sendo que as células neoplasicas desses
dois ultimos pacientes apresentavam também expressdo de Bcl-6. Além
disso, as células dos cinco pacientes em que havia expressdao de CD10
também expressavam Bcl-2. Dessa forma, ndo se observou uma tendéncia
dos pacientes com LDGCB do tipo CG a apresentarem melhor progndstico.
Sugere-se, assim, que a expressdo da proteina antiapoptotica Bcl-2 pode
estar relacionada a refratariedade dos casos que foram a 6bito.
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A agressividade da doenca observada no caso de LDGCB CD5
positivo do presente estudo, o qual foi a 6bito em menos de um més apds o
diagnéstico, corrobora os dados encontrados por Harada e colaboradores
(1999) que demonstraram um tempo de SG significativamente inferior no
grupo dos pacientes com LDGCB CD5 positivo quando comparados ao
grupo com LDGCB CD5 negativo (HARADA et al., 1999). Entretanto, um
estudo mais recente ndo observou essa diferenca significativa na sobrevida
ao analisar 120 casos de LDGCB CD5 positivo, e ainda sugere que essas
divergéncias podem ser devido a heterogeneidade genética presente dentro
dos subgrupos de linfomas (YAMAGUCHI et al., 2008).

Para a avaliacdo progndstica dos pacientes, 0s subtipos mais
frequentes de NCLM-B foram estratificados conforme os indices
prognosticos a fim de conhecer o estadgio da neoplasia no momento do
diagnostico. Do total de casos de MM (n = 22), 54,6% (n = 12) foram
estratificados como ISS Ill, ou seja, 0 grau de maior risco para essa
neoplasia. Desses doze pacientes, quatro foram a dbito em um tempo médio
de onze meses ap6s o diagndstico. No Brasil, had poucos estudos sobre
caracteristicas clinicas e epidemiolégicas de pacientes portadores de MM.
Em 2008, foi publicado um estudo que abrangeu dados de 16 instituicdes
brasileiras com casos diagnosticados entre 1998 e 2004. Nesse estudo
foram avaliados diversos parametros, entre eles, a estratificagdo prognostica
de 756 pacientes. Assim, 20,1% foram estratificados como ISS 1, 48,7%
como ISS Il e 31,2% como ISS Il (HUNGRIA et al., 2008). Esse perfil é
diferente do encontrado no presente trabalho, o qual foi 13,6%
estratificados como ISS 1, 18,2% como ISS Il e a maioria, 54,6%, como ISS
I1l. Vale ressaltar que o estudo conduzido por Hungria e colaboradores
(2008) ndo incluiu casos do Estado de Santa Catarina. Com resultados
semelhantes aos do estudo de Hungria e colaboradores (2008) e diferentes
dos do presente estudo, um grupo europeu encontrou a seguinte distribuicao
para 156 pacientes portadores de MM: 37,8% ISS I, 40,4% ISS 1l e 21,8%
ISS 11 (LubwiG et al., 2013). Por outro lado, um estudo chinés avaliou 264
casos de MM, que foram estratificados da seguinte forma: 8,7% ISS I,
36,4% 1SS Il e 54,9% ISS Il (GENG et al., 2013), o que corrobora as
frequéncias encontradas na populagéo do presente estudo. Os pesquisadores
chineses comentam que o predominio de pacientes no estagio ISS IlI
encontrado indica a necessidade de maior atencdo no atendimento aos
pacientes e na implantacdo de métodos mais sensiveis a fim de diagnosticar
a neoplasia nos estagios iniciais.
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Em relacdo a proveniéncia dos doze pacientes portadores de MM
com estadiamento ISS 1l do presente estudo, a maioria era residente das
cidades de Florianopolis e de S&o José (municipio da Grande
Floriandpolis), o que sugere que a demora em procurar o atendimento ndo
se deve a distdncia dos hospitais que prestam assisténcia a esse tipo de
neoplasia. Assim, sugere-se que o diagnostico de MM em estagios
avancados pode estar relacionado a falta de informacdo e aos sintomas
inespecificos, como dores 6sseas, 0 que leva 0s pacientes a procurarem
outras especialidades médicas e, muitas vezes, recorrerem a automedicacao.

Com um perfil diferente, 64,3% (n = 9) dos pacientes diagnosticados
com LLC/LLP (n = 14) foram estratificados nos estagios de menor risco
pelos sistemas de estadiamento Rai e Binet (0A e 1A). Além de 7,1% (n =
1) dos pacientes com estagio IlIA. O restante, 28,5% (n = 4), foi
diagnosticado em estagios de alto risco: IlIC, IVB e IVC. Esses dados
corroboram os dados de um estudo publicado em 2014 que avaliou 924
casos de LLC/LLP quanto ao estadiamento. Em geral, foram observadas as
seguintes frequéncias para o sistema Rai: 58% foram classificados como
estagio 0, 34% como I/1l e 8% como IlI/IV; e para o sistema Binet: 93%
como A/B e 7% como C. O principal objetivo do estudo de Baumann e
colaboradores (2014) foi avaliar as caracteristicas clinicas dos pacientes
idosos e relaciona-las aos pacientes mais jovens. De fato, os pacientes
idosos (>70 anos) apresentaram de forma significativa estdgios mais
avangados da neoplasia (I11/1V) (BAUMANN et al.,, 2014). Esse dado
também pode ser observado no presente estudo, em que os dois pacientes
mais idosos portadores de LLC/LLP com 80 e 78 anos ho momento do
diagndstico foram estratificados nos estagios IVC e I1IC, respectivamente.
De acordo com a literatura, o estagio OA esta relacionado a uma maior SG,
com uma mediana esperada de cerca de 10 anos. Ja os estagios 1B e 11B
apresentam mediana de sobrevida intermediaria de cinco a sete anos, e 0s
grupos mais agressivos (I1IC e IVC) uma mediana bem mais curta de
menos de 3 anos (HAMBLIN, 2007). Até o momento do final da coleta de
dados, 13 dos 14 pacientes diagnosticados com LLC/LLP do presente
estudo permaneciam vivos. De acordo com os protocolos estabelecidos pela
literatura, os pacientes com os estagios 1l e 1V receberam tratamento logo
apos o diagnéstico, apresentaram resposta completa/parcial e seguem em
acompanhamento. Trés desses pacientes receberam clorambucil, e um
paciente, com apresentacdo clinica com linfonodomegalia e sintomas B,
recebeu o protocolo R-CHOP. De acordo com a literatura, ndo héa
beneficios no uso do protocolo R-CHOP para pacientes com LLC/LLP
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(SmMoLEy, 2007), enquanto que protocolos com fludarabina tém mostrado
bons resultados em pacientes portadores de LLC/LLP refrataria (MAROTTA
et al., 2000; LADYZYNSKI et al., 2015). Como o paciente citado acima foi
classificado pela IHQ como LNH padrdo de células intermediarias e
pequenas, juntamente com a apresentacao clinica, o corpo clinico decidiu
tratd-lo como linfoma e ndo como LLC/LLP.

Os outros trés subtipos de LCB mais frequentes foram avaliados da
seguinte forma: LDGCB e LB pelo sistema Ann Arbor seguido do sistema
de estadiamento IPI e os casos de LF pelo Ann Arbor seguido do FLIPI.
Dessa forma, foi possivel estratifica-los em categorias de acordo com o
risco (ver Figura 9). A distribuicdo dos pacientes com LDGCB em relagéo
ao risco foi bastante semelhante a um estudo europeu que avaliou 118 casos
e encontrou os seguintes dados: 31% dos casos foram classificados como
risco baixo, 22% como intermediario, 19% como intermediario-alto e 28%
como alto (CoLomo et al., 2003). Esse mesmo estudo observou que o IPI
teve um alto valor para prever a SG dos pacientes. De fato, os dados do
presente estudo mostram que dos cinco pacientes portadores de LDGCB
que foram a Obito durante o periodo de estudo, dois apresentavam risco
alto, dois risco intermediario e um risco intermediario-alto. Enquanto que
0s trés pacientes de risco baixo apresentaram resposta completa/parcial ao
tratamento.

Ja os pacientes portadores de LF foram quase que igualmente
distribuidos em risco baixo com 54,5% dos casos (n = 6) e risco alto com
45,5% dos casos (n = 5). Sendo que os dois pacientes que foram a 6ébito no
periodo de estudo foram classificados como risco alto, e dos seis com risco
baixo, quatro seguiram conduta expectante. Recentemente, um estudo sueco
avaliou 2.641 novos casos de LF. Desses, 628 foram avaliados em relacéo
ao sistema de estadiamento FLIPI e estratificados de acordo com o risco
em: risco baixo (33,8%), risco intermediario (32,8%) e risco alto (33,4%)
(JUNLEN et al., 2015), o que mostra uma distribuicdo bastante homogénea
entre 0s grupos. Do mesmo modo, um estudo paquistanés que avaliou 70
pacientes encontrou 0 mesmo padrdo de distribuicdo: risco baixo (30%),
risco intermediario (30%) e risco alto (40%) (ATHAR et al., 2014). Como
pode ser observado na Figura 9, no presente estudo ndao foram observados
casos com risco intermediario, no entanto a distribuicdo entre risco alto e
risco baixo foi homogénea.

Por outro lado, a grande maioria dos pacientes com LB do presente
estudo, mais de 85% (n = 6), foram estratificados em risco intermediario-
alto e alto. De fato, o Unico paciente classificado como risco baixo também
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foi o Unico a apresentar boa resposta ao tratamento (protocolo R-CHOP
seguido de Hyper-CVAD). Dos outros seis pacientes, cinco foram a 6bito e
um, com diagnostico mais recente, se encontrava, no momento do término
da coleta de dados, com a neoplasia em recidiva/progressao. Apesar de a
literatura relatar que o LB, mesmo sendo agressivo, é altamente curdvel
devido a introducdo de protocolos quimioterapicos de altas doses e a
profilaxia de SNC, com taxas de cura que chegam a 80% em pacientes
adultos (CosTA et al., 2013), isso nédo se reflete nos pacientes incluidos no
presente estudo.

Em um estudo realizado por Castillo e colaboradores (2013) foram
avaliadas as caracteristicas de 2.176 pacientes adultos portadores de LB e a
estratificagdo do risco demonstrou que 23,6% apresentavam risco baixo,
23,3% risco intermediario, 27,8% risco intermediario-alto e 25,5% risco
alto (CAsTILLO et al.,, 2013). Esses resultados sdo diferentes dos
encontrados no presente estudo, em que a estratificagdo do risco
demonstrou que 14,3% apresentavam risco baixo, 71,4% risco
intermediario-alto e 14,3% risco alto.

Nao obstante, o estdgio das NCLM-B no momento do diagnostico
continua intrinsecamente associado a SG dos pacientes, mesmo nos dias
atuais, com o advento de novos protocolos de quimioterapia. Dessa forma,
pacientes com a doenga em estagios menos avancados tém menos risco de
ir a Obito quando comparados a pacientes com a doenga em estagios
avancgados (CosTA et al., 2013). Assim, sugere-se que a alta frequéncia de
Obito observada nos pacientes portadores de LB deste estudo reflete o
diagndstico da neoplasia em estagios avangados.

Os resultados da SG de todos os casos avaliados de NCLM-B neste
estudo mostram uma média de 27,6 meses. Houve diferenca significativa
entre os tempos de SG dos subtipos de NCLM-B (ver Tabela 18), o que
corrobora os dados encontrados por Sant e colaboradores (2008). Nesse
estudo foram avaliados 40 mil casos de LNH e os resultados mostram uma
associacdo entre o subtipo morfolégico de LNH e a SG, sendo que 0s
subtipos com maiores taxas de SG foram os linfomas cutaneos, a LLC/LLP,
0 LF e o LLP/MW. Enguanto que entre os subtipos com menores taxas de
sobrevida estavam o LB e o linfoma difuso (NE). Ao analisar o risco
relativo de 6bito entre LB e linfoma difuso, observou-se um risco muito
elevado para o LB. Além disso, entre os subtipos que apresentaram
menores riscos de 6ébito estavam LLC/LLP e LF (SANT et al., 2008).

Apesar de o LDGCB ser considerado um subtipo de LCB com
comportamento agressivo, a SG dos pacientes com LDGCB (14,7 meses)
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do presente estudo foi estatisticamente superior aos pacientes com LB (7,9
meses). Sugere-se que essa diferenca seja devida ao fato de que desde a
introducdo do rituximabe (protocolo R-CHOP), os pacientes com LDGCB
apresentaram perfis de resposta ao tratamento melhores do que aqueles
tratados sem rituximabe (protocolo CHOP) (PFREUNDSCHUH et al., 2011;
MOUNIER et al., 2012).

No HU-UFSC, a definicdo do subtipo de NCLM-B se baseia, além
dos aspectos clinicos, nos resultados dos exames de IHQ e IMF. Estudos
prévios tém avaliado a correlacdo entre a IHQ e a IMF para o diagndstico
de NCLM-B e tém reportado 6timos resultados (MARTINEZ et al., 2003;
TALAULIKAR et al., 2008; ABDEL-GHAFAR et al., 2012). Adicionalmente,
um estudo egipcio encontrou uma concordancia de 88% entre os métodos,
sendo que a sensibilidade da IMF foi de 94,9% e a especificidade de 100%
(EL-SAYED et al., 2008). Além disso, outro estudo encontrou uma
concordancia de 94% entre a IMF e a classificacdo morfolégica de 373
bidpsias de tecidos linfoides (DUNPHY, 2000). Dessa forma, os resultados
da IHQ e da IMF dos pacientes incluidos neste estudo em que o diagnostico
foi realizado pelos dois métodos foram comparados a fim de avaliar a
concordancia entre eles.

Como pode ser observado na Tabela 19, os resultados mostram que
100% dos casos de MM avaliados (n = 15) foram concordantes pelos dois
métodos com um grau de concordancia excelente. Para o LF, quatro casos
foram conflitantes, sendo que pela IMF foram classificados como LF e pela
IHQ foram classificados como LNH padrdo de células pequenas (n=2),
LNH padrao de células intermediarias e pequenas (n=1) e LNH de alto grau
(n=1). Dessa forma, compreende-se que 0s resultados ndo sdo discordantes,
visto que a IMF analisa uma maior quantidade de parametros, e, nesses
casos, foi possivel detectar o fendtipo indicativo de LF.

Da mesma forma, quatro casos foram classificados como LLC/LLP
pela IMF e pela IHQ foram classificados como: LNH padrdo de células
pequenas (n=2) e LNH padrdo de células intermedidrias e pequenas (n=2),
0 gue mais uma vez ndo é discordante. Além disso, muitas vezes o
diagnostico de LLC/LLP foi definido apenas pela analise morfologica e
fenotipica do sangue periférico, o qual ndo foi analisado por IHQ. Por isso,
0 nlmero de casos avaliados pelos dois métodos no estudo foi reduzido.

Entre os casos de LB, um deles foi classificado como LB pela IHQ e
como LCB NE pela IMF. Enquanto que trés casos foram classificados pela
IMF como LB e pela IHQ como linfoma de alto grau, o que também indica
resultados de certa forma concordantes.
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De acordo com o exposto, observa-se que mesmo entre 0s subtipos
em que a concordancia ndo foi excelente pelo teste Kappa, houve
concordancia entre os exames de IHQ e IMF para detectar subtipos de
NCLM-B e suas caracteristicas bioldgicas, como alto grau e células
pequenas. Os resultados sugerem que ha a necessidade dos dois métodos
para a realizacdo do diagndstico correto, pois, as informagdes fornecidas
por eles se complementam.

Reunindo os resultados da literatura, pode-se concluir que a IMF tem
um enorme potencial em melhorar de forma substancial o diagndstico e o
acompanhamento dos pacientes portadores de NCLM-B. Além disso,
guando se avalia as vantagens, a IMF se destaca pela avaliacdo
multiparamétrica com uma relevante rapidez na obtencdo dos resultados
(DE TUTE, 2011).

Os avancos tecnoldgicos da metodologia de IMF alcancados nas
Gltimas décadas permitem a avaliagdo simultinea de cada vez mais
pardmetros celulares. A produgdo em larga escala de anticorpos
monoclonais, juntamente com a maior variedade de fluorocromos,
contribuem para isso (PEDREIRA et al., 2013). Recentemente, 0 consorcio
Euroflow desenhou e padronizou painéis de oito cores, ou seja, com 0ito
fluorocromos diferentes, os quais sdo destinados a diagnosticar e classificar
os diversos subtipos de neoplasias hematol6gicas de acordo com a
classificacdo da OMS de 2008 (VAN DONGEN et al., 2012).

A partir de abril de 2013, os painéis de oito cores passaram a fazer
parte da rotina laboratorial do Setor de Onco-Hematologia do HU-UFSC.
Diversos estudos tém focado na avaliagdo da expressdo de novos
marcadores sugeridos pelo consorcio Euroflow, e sua aplicacdo no
diagnostico e/ou progndstico das neoplasias hematoldgicas. Assim, no
presente estudo, os pacientes diagnosticados com os subtipos de NCLM-B
mais frequentes e com diagndstico realizado com o painel de oito cores
foram avaliados em relagdo a expressdo dos marcadores presentes nesses
painéis. Essa avaliacdo fenotipica visa auxiliar nos futuros diagndsticos e
relacionar marcadores prognosticos ao desfecho clinico dos pacientes.

Entre os pacientes diagnosticados com MM, destaca-se a expressao
dos marcadores CD81, CD28, CD117 e CD56. O CD81 é uma proteina de
membrana da familia das tetraspaninas que regula a expressao de CD19 em
linfocitos B e que esta envolvido na infeccdo causada pelo virus da hepatite
C nas células humanas (Luo et al., 2010). Em relacdo ao desfecho clinico
desses pacientes com células que expressavam CD81, um deles foi a dbito
com a neoplasia em progressdo/recidiva, enquanto os outros dois
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permanecem vivos em resposta completa/parcial. Os trés pacientes em que
a expressao para o marcador CD81 foi negativa encontram-se vivos em
resposta completa/parcial. Devido ao pequeno nimero de casos, ndo foi
possivel relacionar a expressdo do CD81 a um pior progndstico, como
previamente reportado por Paiva e colaboradores (2012) (PAIVA et al.,
2012). Segundo a literatura, a expressdao do CD28 esta relacionada a
menores tempos de sobrevida, a estagios mais avangados do indice ISS e a
maior atividade de proliferacdo das células plasmocitarias neoplasicas
(MATEO et al., 2008). Neste trabalho, foi observado que apenas um dos oito
casos avaliados expressou esse marcador (ver Tabela 21). Corroborando
dados de Mateo e colaboradores (2008), o paciente portador de MM que
apresentou expressdo de CD28 foi estratificado no estadgio ISS Il ao
diagnéstico, ndo respondeu bem ao tratamento quimioterapico, a neoplasia
progrediu e o paciente foi a 6bito apds 31 meses do diagndstico. Além
disso, observou-se que dois pacientes portadores de MM com diagndstico
realizado pelo painel de oito cores apresentaram expressdo de CD117, a
qual foi previamente associada a um bom prognéstico (MATEO et al., 2008).
Os dois pacientes do presente estudo apresentaram resposta ao tratamento
completa/parcial, um deles permanece em bom estado geral, porém o outro
foi a Obito ap6s oito meses do diagndstico. Todos os casos de MM
avaliados apresentavam células plasmocitarias com expressdo aberrante
CD56. Esse marcador é uma molécula de adesdo envolvida no ancoramento
das células plasmocitarias no estroma da MO. Assim, a auséncia de
expressao tem sido relacionada a disseminagdo extramedular e a uma
neoplasia mais agressiva (SAHARA et al., 2002). Vale destacar que as
células neoplasicas do caso de LCP do presente estudo ndo expressavam
CD56 (dado ndo mostrado). De fato, a LCP é uma neoplasia altamente
agressiva caracterizada pela presenca de células plasmocitarias circulantes
(FERNANDEZ DE LARREA et al., 2013).

De acordo com a literatura, os marcadores CD200 e CD81 sédo
importantes para o diagnéstico de LLC/LLP (BARRENA et al., 2005;
SANDES et al., 2014), e 0 CD49d para definicdo do progndstico (BULIAN et
al., 2014). O CD200 é um membro da familia das imunoglobulinas com
atividades imunossupressoras (KAWASAKI & FARRAR, 2008) de grande
valor no diagnostico diferencial entre LLC/LLP e LCM, os quais sdo
caracterizados por células pequenas CD5 positivas (PALUMBO et al., 2009;
SANDES et al., 2014). Neste trabalho, os sete pacientes diagnosticados com
LLC/LLP pelo painel de oito cores expressavam CD200 de forma
homogénea e brilhante, enquanto que as células do paciente diagnosticado



102

com LCM eram negativas para esse marcador (dado ndo mostrado). Além
disso, em comparacdo aos outros subtipos de LCB, observou-se que as
células de LLC/LLP expressam de forma mais fraca o marcador CD81.
Inclusive, esse perfil também foi observado por um estudo espanhol, que
encontrou concentracdes significativamente baixas desse marcador nas
células de LLC/LLP quando comparadas as células de outras NCLM-B
(BARRENA et al., 2005).

O CD49d corresponde a subunidade 04 da integrina 041, a qual ¢
uma molécula de adeséo envolvida tanto com a matriz extracelular quanto
com as interagOes entre células (ROSE et al., 2002). Recentemente, diversos
estudos tém avaliado o impacto da expressdao de CD49d nas células de
LLC/LLP, com resultados concordantes (GATTEI et al., 2008; RosslI et al.,
2008; SHANAFELT et al., 2008; BULIAN et al., 2014). Nesses trabalhos, o
CDA49d foi relacionado como um fator de mau prognostico independente,
apresentando correlagdo significativa com a SG dos pacientes. A deteccao
desse marcador também tem implicacdes no tratamento, com o0s anticorpos
monoclonais anti-CD49d como uma futura opcdo terapéutica (GATTEI et
al., 2008; SHANAFELT et al., 2008; BULIAN et al., 2014). Além disso, Rossi
e colaboradores observaram que, em pacientes estratificados como estagio
Binet A, a expressdo de CD49d esta associada a maior risco de progressao
da neoplasia a estagios mais avancados, identificando, assim, um subgrupo
de pacientes classificados como Binet A com pior prognostico, 0s quais
poderiam ser candidatos a receber tratamento de primeira linha (RossI et
al., 2008). Dos cinco pacientes com LLC/LLP do presente estudo que
apresentavam expressdo de CD49d, trés foram estratificados como Binet A,
e dessa forma, ndo foram, no momento do diagnéstico, candidatos a receber
tratamento. Enquanto que os dois pacientes que apresentavam Binet B e C
iniciaram prontamente o tratamento. Como nenhum paciente em que foi
avaliada a expressdo de CD49d foi a 6bito durante o periodo do estudo, ndo
foi possivel investigar se a associacdo do CD49d e o progndstico corrobora
os dados da literatura.

Com relacdo aos subtipos LDGCB, LF e LB foram avaliados os
marcadores que mostraram diferentes intensidades de expressdo pela
andlise dos histogramas de fusdo de arquivos: CD43, CD81, CD49d, CD95,
CD62L e CD39.

O CD43 é uma glicoproteina de adesdo celular presente na
membrana da maioria dos leucdcitos (BABINA et al., 1997). No entanto, seu
perfil de expressdo tem sido associado a um fendtipo sugestivo de
malignidade e tem sido utilizado na classificacdo dos subtipos de LCB,
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como LCM e LLC/LLP (DeNEYs et al., 2001). Além desses LCB, as
células neoplasicas do LB também expressam o marcador CD43
(SWERDLOW et al., 2008), o que, da mesma forma, foi observado no
presente estudo. De fato, McGowan e colaboradores (2012) observaram que
0 CD43 é um bom marcador para diferenciar os casos de LB dos casos de
LDGCB com expressdo de CD10 (MCGOWAN et al., 2012).

Desde o final da década de 1990, estudiosos tém avaliado a
expressdo das tetraspaninas em linhagens celulares. Entre elas, a deteccdo
do CD81 foi observada em altas concentraces em 90% das linhagens
celulares de LB (FERRER et al., 1998). Apesar disso, raros estudos
avaliaram a expressdo de CD81 em células neoplasicas de pacientes
portadores de linfomas. Um desses estudos observou a expressdo de CD81
em diversos subtipos de linfomas, incluindo casos de LDGCB, LF e LB. No
entanto, o foco do estudo foi os casos de LDGCB, em que a expressao do
CD81 foi associada aos marcadores do CG e, assim, identificada como um
possivel marcador prognéstico para LDGCB (Luo et al., 2010).

No presente estudo, o LB parece expressar de forma mais intensa os
marcadores CD49d e CD81 quando comparado ao LF e ao LDGCB, em
especial o CD81 (ver Figura 19). Bottcher e colaboradores (2010)
publicaram um estudo em que foram avaliadas as expressdes dos
marcadores do painel de oito cores do Euroflow de acordo com os subtipos
de LCB. Corroborando os dados do presente estudo, foi observada a IFM da
expressdo de CD81 de 11.344 para o LB, de 4.138 para o LF e de 3.313
para 0 LDGCB, o que indica que de fato esse marcador pode auxiliar na
realizacdo do diagndstico diferencial, em especial, em relacdo ac LDGCB
(BOTTCHER et al., 2010). No entanto, para 0 CD49d, nao foi observado o
mesmo perfil.

O CD95, ou Fas/APO-1, é uma proteina de membrana da familia dos
receptores de fator de necrose tumoral (TNFRSF6), a qual quando ligada no
seu ligante natural (CD95L) induz a célula ao processo de apoptose (PETER
et al., 2015). No presente estudo, a expressdao de CD95 se mostrou
heterogénea nas células de LF e negativa nos casos de LB e LDGCB,
porém nas células de LB, a intensidade de expressdo foi mais fraca. Com
relacio ao LDGCB, a expressdo de CD95 estd relacionada a um
prognostico favoravel, o que reflete em maiores taxas de SG (ESER et al.,
2006; CHATzITOLIOS et al., 2010). Estudos que relacionem células
neoplésicas de LB e a expressdo de CD95 séo escassos e datam da década
de 1990. De forma semelhante aos resultados encontrados no presente
estudo, Nguyen e colaboradores observaram que os linfomas de baixo grau,
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como o LF expressaram de forma mais frequente o CD95 quando
comparados ao LDGCB e LB (NGUYEN et al., 1996).

De acordo com as publicagbes do consércio Euroflow, o0s
marcadores CD62L e CD39 foram adicionados ao painel de oito cores a fim
de facilitar o diagnostico diferencial entre alguns casos de LLP, LZM, LF e
LDGCB (VAN DONGEN et al., 2012). O CD39 é uma ectonucleotidase de
membrana que hidrolisa adenosina trifosfato (ATP) e € expressa
fisiologicamente em neutrdfilos, mondcitos e linfocitos (PULTE et al.,
2007). Enquanto isso, 0 CD62L (L-selectina) € uma molécula de adeséo
constitutivamente expressa em leucécitos com uma funcdo primaria de
direcionar a migracdo de leucdcitos para os ganglios linfaticos
(CHOUDHARY et al., 2015). Recentemente, um estudo avaliou a expressao
de CD62L e de CD39 nos linfécitos T regulatérios circulantes de pacientes
com LDGCB (GLowALA-KOSINSKA et al., 2013). No entanto, a expressao
desses marcadores pelas células neoplasicas ndo tem sido muito explorada.
No presente estudo, foi possivel observar diferenca na expressdo do CD39
entre as células de LDGCB (positivas) e LB e LF (negativas) (ver Figura
19), o que corrobora os dados da literatura em que se observou a IFM de
972 para 0 LDGCB, de 77 para o LB e de 240 para o LF (BOTTCHER et al.,
2010). Ja em relacdo a expressdo do CD62L, ndo houve diferenca entre 0s
subtipos LDGCB, LF e LB, apenas observou-se uma expressdao mais
intensa desse marcador nos casos de LLC/LLP (Figura 15), o que corrobora
os resultados da literatura (CSANAKY et al., 1997; PALS et al., 2007;
BOTTCHER et al., 2010).

As limitagbes do presente estudo incluem o pequeno nimero de
pacientes em cada subtipo de NCLM-B, e, especialmente, as informag6es
clinicas e resultados laboratoriais ndo localizados.
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8 CONCLUSAO

A compilagédo dos resultados encontrados no presente estudo permitiu
concluir que:

Dos 93 casos de NCLM-B, os subtipos mais frequentes foram MM
(23,7%), LLC/LLP (15,1%), LDGCB (12,9%), LF (11,8%) e LB
(7,5%);

A idade mediana no momento do diagnostico foi de 58 anos com
um intervalo de 20 a 93 anos e houve um discreto predominio do
género masculino (57%);

A exposicdo ocupacional a agrotoxicos parece estar relacionada a
maior risco de desenvolver NCP e LLC, enquanto que o tabagismo
parece estar mais associado ao linfoma folicular. Ja a infeccdo pelo
HIV parece ter associagcdo com o linfoma de Burkitt;

Em relacdo aos subtipos de LCB, foi observada diferenca
significativa para os parametros idade, dosagem de LDH e
expressdo de Ki-67;

A concordancia entre os exames de IMF e IHQ foi de 100%,
47,5%, 93,2%, 71,7% e 46,9%, para os subtipos MM, LLC/LLP,
LDGCB, LF e LB, respectivamente;

A maioria dos pacientes portadores de MM (54,6%) foi
estratificada como ISS 11l e a maioria dos pacientes com LLC/LLP
(64,3%) nos estagios OA e IA. Apenas 25,0% e 14,3% dos casos de
LDGCB e LB, respectivamente, foram estratificados como risco
baixo, enquanto que 54,5% dos casos de LF foram estratificados
nesse risco;

Em relacdo & resposta ao tratamento, observou-se que os pacientes
portadores de LB apresentaram maiores indices de
recidiva/progressdo (83,3% dos casos), enquanto que aqueles
portadores de LLC/LLP apresentaram maiores indices de resposta
completa/parcial (87,5% dos casos);

A frequéncia de dbito de todos os pacientes durante o periodo de
estudo foi de 31,2%;

A média da SG foi de 27,6 meses. Em relacdo as curvas de SG, foi
observada diferenga significativa entre LB (7,9 meses) e 0s
subtipos LLC/LLP (32,6 meses), LF (24,0 meses) e LDGCB (14,7
meses);
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e Para o auxilio no diagndstico, destaca-se a expressdo dos
marcadores CD200, CD81 e CD62L nas células de LLC/LLP;
CD10, CD43 e CD81 (brilhante) nas células de LB; CD10 e CD95
nas células de LF; e CD39 nas células de LDGCB;

e N&o foi possivel relacionar a expressdo dos marcadores
prognosticos CD49d para LLC/LLP, CD81, CD28, CD117 e CD56
para MM e CD10 e Bcl-6 para LDGCB a SG, devido ao pequeno
ndmero de casos.

De acordo com o exposto, o presente estudo verificou que o perfil
dos pacientes diagnosticados com NCLM-B no HU-UFSC em relacéo
aquele observado na literatura nacional e internacional é semelhante em
alguns aspectos e diferente em outros. Além disso, pode-se observar que a
IMF, além de apresentar graus de concordancia satisfatorios com a IHQ, é
um método que tem se destacado na definicdo do diagnéstico e do
prognostico das NCLM-B pela analise de novos marcadores fenotipicos que
podem auxiliar o diagnoéstico.

A contribuicdo do presente estudo para a rotina laboratorial esta
relacionada principalmente a aplicacdo da analise dos novos marcadores
incluidos no painel de oito cores. Para a clinica, os resultados referentes ao
progndstico, aos protocolos de tratamento, as respostas ao tratamento e a
sobrevida dos pacientes refletem as caracteristicas da populacdo atendida na
Instituicao.
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9 PERSPECTIVAS

O presente estudo tem como perspectiva continuar a andlise dos
marcadores fenotipicos do painel de oito cores do consorcio Euroflow para
auxilio na definicdo do diagndstico e do prognéstico de pacientes com
NCLM-B.
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APENDICES

APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

O Sr. (a) estd sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa
“Neoplasias de Células Linfoides Maduras: Avaliagdo dos Casos Diagnosticados e
Tratados no Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina”. Neste
estudo pretendemos avaliar os casos de neoplasias linfoides maduras (NCLM)
diagnosticados e tratados pelo Servico de Hematologia do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UFSC).

O objetivo do estudo é avaliar o perfil dos pacientes diagnosticados com neoplasias
de células linfoides maduras (NCLM) e tratados pelo Servi¢o de Hematologia do HU-
UFSC a fim de aperfeicoar o atendimento a esses pacientes.

Para esse estudo adotaremos 0s seguintes procedimentos: analise do prontuario e dos
resultados dos exames laboratoriais.

N&o é necessaria a coleta de uma nova amostra biol6gica e ndo ha riscos para
nenhuma das partes.

O beneficio desse trabalho é que fard um retrato da realidade das NCLM no HU-
UFSC e discutird as dificuldades encontradas no diagnostico e tratamento a fim de
propor solugdes, visando ao melhor atendimento dos pacientes.

Para participar deste estudo vocé ndo ter4 nenhum custo, nem receberd qualquer
vantagem financeira. Vocé sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto
que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar o
seu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer momento.

O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.
Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicao quando finalizada.

O Sr (a) nao sera identificado em nenhuma publicagdo que possa resultar deste
estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma
copia serd arquivada pelo pesquisador responsavel e a outra sera fornecida a vocé.
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Eu, , portador do
documento de identidade fui informado (a) dos objetivos do estudo
“Neoplasias de Células Linfoides Maduras: Avaliagdo dos Casos Diagnosticados e
Tratados no Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina” de
maneira clara e detalhada e esclareci as minhas ddvidas. Sei que a qualquer momento
poderei solicitar novas informagdes e modificar a minha decisdo de participar se
assim o desejar.

Declaro que concordo em participar deste estudo. Recebi uma copia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de esclarecer as
minhas duvidas.

Floriandpolis, de de20_ .

Nome e assinatura do participante

Chandra Chiappin Cardoso, assinatura do pesquisador

Prof Maria Claudia Santos da Silva, assinatura do orientador do estudo

Nome e assinatura da testemunha

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa (CEP HU).
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APENDICE B - Formulario de coleta de dados do
prontuario

Paciente:

Prontuario/registro: [Data de nascimento: |Género:
Naturalidade: Residéncia:

Estado civil: Etnia:

Escolaridade: Profissdo:

Diagnéstico: Data diagnéstico:
Estadiamento: Idade no diagndstico:

Fatores de risco:

Comorbidades:

Observacéo:

Motivo da internagéo:

Dados clinicos:

Resposta ao tratamento:

Obito:
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APENDICE C - Estadiamento, protocolos de tratamento, resposta ao tratamento e 6bito dos 22 pacientes com mieloma

multiplo.
Género  Idade Estadiamento Protocolo de tratamento 1 Protocolo de Resposta ao Obito
(1SS) tratamento 2 tratamento
F 66 I Expectante Tratan]ento Sim
comorbidades
F 79 NA Dexametasona Dlagnostlp 0 seguido Sim
de 6bito
Tratamento .
M 43 NA Expectante comorbidades Sim
Dexametasona + talidomida + . ~
F 64 1 pamidronato Completa/parcial N&o
M 73 I Expectante Expectante N&o
M 41 | Dexametason_a + talidomida + Recidiva/progressao Sim
pamidronato
M 47 | Dexametasona + talidomida Ciclofosfamida Completa/parcial Né&o
M 58 I Dexametasona + talidomida + Recidiva/progresséo Sim
melfalano
Vincristina +
F 64 11 Dexametasona + talidomida  doxorrubicina + Completa/parcial Né&o
dexametasona
F 71 I Dexametason_a + talidomida + Completa/parcial NEo
pamidronato
F 76 11 Tratamento comorbidades Tratamento Sim
comorbidades
F 93 NA Dexametasona + talidomida + Dexametasona Recidiva/progressao Sim

pamidronato
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(continuagéo)

Género  Idade Estadiamento Protocolo de tratamento 1 Protocolo de Resposta ao Obito
(1SS) tratamento 2 tratamento
Dexametasona - ~ ~
F 63 | Expectante + talidomida Recidiva/progressao Né&o
F 70 11 Dexametasor!a + talidomida + Bortezomibe Completa/parcial Nao
pamidronato
F 51 11 Dexametasona Bortezomibe Completa/parcial Né&o
M 68 11 Dexametasona Bortezomibe Completa/parcial N&o
Dexametasona + talidomida + . .
i = - pamidronato + ciclofosfamida (et el <l
Dexametasona + talidomida + - x -
M 69 1 -pamidronato Recidiva/progresséo Sim
F 62 1 Dexametasona + talidomida Completa/parcial Né&o
Dexametasona +
F 62 11 ciclofosfamida + Bortezomibe Completa/parcial Né&o
Fbortezomibe
F 74 11 PIETETIL S 21 Completa/parcial Né&o

pamidronato
Prednisona + melfalano +

F 63 11 pamidronato + talidomida Recidiva/progresséo Sim

Nota: NA: ndo avaliado por falta de informagdes; ISS: International Staging System.
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APENDICE D- Estadiamento, protocolos de tratamento, resposta ao tratamento e 6bito dos 14 pacientes com leucemia
linfocitica cronica de células B.
Género  Idade  Estadiamento Protocolo de Protocolo de tratamento 2 Resposta ao tratamento Obito

(Rai e Binet) tratamento 1
M 63 0A Expectante Clorambucil Completa/parcial Né&o
F 75 0A Expectante Clorambucil Completa/parcial N&o
M 64 1A Clorambucil Fludarabina Recidiva/progresséo Sim
F 65 0A Expectante Expectante N&o
F 60 0A Expectante Expectante Né&o
F 45 1A Expectante Tratamento comorbidades ~ Né&o
M 60 0A Expectante Tratamento comorbidades ~ Néo
M 51 1A Expectante Fludarabina Completa/parcial Né&o
M 51 1A Expectante Expectante N&o
F 80 IvVC Clorambucil Completa/parcial N&o
M 57 VB Clorambucil Completa/parcial N&o
M 69 VB R-CHOP Completa/parcial Né&o
F 78 1nic Clorambucil Completa/parcial Né&o
M 74 1A Expectante Expectante Né&o

Nota: NA: ndo avaliado por falta de informacGes; R-CHOP: rituximabe, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e
prednisona.
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APENDICE E - Estadiamento, protocolos de tratamento, resposta ao tratamento e 6bito dos 12 pacientes com linfoma
difuso de grandes células B.

Estratificacdo Protocolo de Protocolo de

Género  Idade  Estadiamento pelo risco Resposta ao tratamento  Obito
(IP1) tratamento 1 tratamento 2

F 20 1A Baixo R-CHOP HyperCVAD Completa/parcial Néo
F 71 1A Alto R-CHOP Recidiva/progresséo Sim
F 54 VB Alto CVP R-CHOP Completa/parcial Néo
M 72 1 '”ter_";ftdo'a”o R-CHOP R-GCD Recidiva/progressio ~ Sim
M 52 11C Intermedidrio R-CHOP R-DHAP Recidiva/progresséo Sim
M 49 1B Intermediério R-CHOP R-DHAP Recidiva/progresséo Sim
F 69 IVD Alto R-CHOP Recidiva/progresséo Sim
M 50 IVB ntermediario r-cHop Completa/parcial Ndo
M 50 1A Baixo R-CHOP Completa/parcial Néo
M 25 1A Intermediério R-CHOP Recidiva/progressdo Né&o
M 53 1A Intermediario R-CHOP Completa/parcial Né&o
F 55 1A Baixo R-CHOP Completa/parcial Néo

Nota: IPI: International Prognostic Index; R-CHOP: rituximabe, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona;
CVP: ciclofosfamida, vincristina e prednisona; HyperCVAD: ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina e dexametasona,
alternados com ciclos de metotrexato e citarabina; R-DHAP: rituximabe, dexametasona, altas doses de citarabina e
cisplatina; GCD: gencitabina, carboplatina e dexametasona.
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APENDICE F - Estadiamento, protocolos de tratamento, resposta ao tratamento e 6bito dos 11 pacientes com linfoma
folicular.

Estratificacdo Protocolo de  Protocolo de

Género  Idade  Estadiamento pelo risco Resposta ao tratamento  Obito
(FLIPI) tratamento 1 tratamento 2
M 68 IVA Alto CVP Recidiva/progresséo Sim
M 67 A Baixo Expectante/ Expectante Néo
radioterapia

F 34 A Baixo R-CHOP Completa/parcial Né&o
M 45 1A Baixo Expectante Expectante Né&o
M 67 A Alto R-CHOP Completa/parcial Né&o
F 46 IVE Alto R-CHOP Completa/parcial Né&o
M 57 IvC Alto R-CHOP Recidiva/progresséo Sim
M 39 1A Baixo R-CHOP DHAP Recidiva/progresséo N&o
M 54 IVA Baixo Expectante Expectante Né&o
F 53 IVB Baixo Expectante Expectante Né&o
M 70 IVB Alto R-CVP R-CHOP Completa/parcial N&o

Nota: FLIPI: Follicular Lymphoma International Prognostic Index; R-CHOP: rituximabe, ciclofosfamida, doxorrubicina,
vincristina e prednisona; CVP: ciclofosfamida, vincristina e prednisona; R-CVP: rituximabe, ciclofosfamida,
vincristina e prednisona DHAP: dexametasona, altas doses de citarabina e cisplatina.
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APENDICE G - Estadiamento, protocolos de tratamento, resposta ao tratamento e 6bito dos sete pacientes com linfoma
de Burkitt.

Estratificacdo

Género  Idade  Estadiamento pelo risco Protocolo de tratamento Resposta ao tratamento Obito
M 32 VB Alto HyperCVAD Recidiva/progresséo Sim
M 36 VB Intermediério - Dexametasona Dlagnostllco_ seguido de sim

alto obito
F 61 VB Interrgtlatdol ario = EPOCH Recidiva/progressao Sim
M 25 11B Baixo R-CHOP/HyperCVAD Completa/parcial Né&o
M 38 VB Intem;?g; ario - HyperCVAD Recidiva/progresséo Sim
M 23 IVB Intern;?tdol ario - HyperCVAD Recidiva/progressio Sim
F 33 IVB Interrgtlatdol ario = R-DA-EPOCH Recidiva/progressio Nao

Nota: R-CHOP: rituximabe, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona; HyperCVAD: ciclofosfamida,
vincristina, doxorrubicina e dexametasona, alternados com ciclos de metotrexato e citarabina; EPOCH: etoposide,
prednisona, vincristina, ciclofosfamida e doxorrubicina; R-DA-EPOCH: dose ajustada, com a inser¢do do rituximabe.
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APENDICE H - Imagens das células neoplasicas de pacientes diagnosticados
com NCLM-B do presente estudo.

Imagens ilustrativas das células plasmocitarias neoplasicas na amostra de

aspirado de medula 6ssea de trés pacientes portadores de mieloma multiplo
incluidos neste estudo (1000x).
,
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Imagens ilustrativas das células neoplasicas na amostra de sangue periférico de
dois pacientes portadores de leucemia linfocitica cronica de células B incluidos
neste estudo (1000x).
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Imagens ilustrativas das células neoplasicas nas amostras de bidpsia e de
aspirado de linfonodo de trés pacientes portadores de linfoma difuso de grandes
células B incluidos neste estudo (1000x).

& 8




139

Imagens ilustrativas das células neoplasicas nas amostras de biopsia de
linfonodo de quatro pacientes portadores de linfoma folicular incluidos neste
estudo (1000x).
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Imagens ilustrativas das células neoplésicas nas amostras de aspirado de
linfonodo de trés pacientes portadores de linfoma de Burkitt incluidos neste
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Imagens ilustrativas das células neopléasicas nas amostras de aspirado de medula
6ssea de dois pacientes portadores de tricoleucemia incluidos neste estudo

Imagens ilustrativas das células neoplasicas na amostra de sangue periférico de
um paciente portador de linfoma da zona marginal incluido neste estudo
(1000x).
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Imagens ilustrativas das células neoplésicas na amostra de bidpsia de linfonodo
de um paciente portador de linfoma de células do manto ciclina D1 positivo
incluido neste estudo (1000x).

Dl AR

Imagens ilustrativas das células neoplasicas na amostra de aspirado de medula
6ssea de um paciente portador de linfoma linfoplasmacitico/macroglobulinemia
de Waldenstrém incluido neste estudo (1000x).
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Imagens ilustrativas das células neoplasicas na amostra de aspirado de leséo de
mucosa oral de um paciente portador de linfoma plasmablastico incluido neste

estudo (1000x)

Imagens ilustrativas das células neoplésicas na amostra de sangue periférico (A
e B) e de aspirado de medula éssea (C e D) de um paciente portador de
leucemia de ceIuIas plasmocitérias incluido neste estudo (1000x).
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ANEXOS

ANEXO A — Valores de referéncias dos pardmetros laboratoriais dos exames
analisado no presente estudo.

Parametro (unidade) Valor de referéncia
Masculino Feminino
LDH (U/L) 85 - 227 81-234
Hemoglobina (g/dL) 13,0 - 18,0 12,0 - 16,0
Beta-2-microglobulina (ng/mL) 609 - 2164 609 - 2164
Calcio (mg/dL) 8,5-10,1 8,5-10,1
Creatinina (mg/dL) 08-1,3 06-1,0

Albumina (g/dL) 3,4-5,0 3,4-5,0
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ANEXO B - Carta de aprovagdo do comité de ética em pesquisa com seres
humanos (CEPSH) da UFSC

Certificado hitp:/fwww.reitoria.ufsc br/~hpcepfprojeto_cepfce

CERTIFICADO wv 913

ves Honmanos (CEPSH) da P1oRefrocia de Pesquine + Evensto da Univenidade

; o RS QR 90 de 04 de nrveasken de | Pase 11 na
| o CERTIFICA 4 0
o puss shaino epe fe soced 3 3% princgtes
sisedo Na e Pesquisa - CONEP
AFROVADO
PROCTSSO: 013 v 359548

obew @ provalno, Garac

tiche ctimlons
gien atendido 5

nborateriaks, sécko domogrificas e sohrevida dos packestes com
» Hisg ™ i€

wilirio - UPS

Lo .

AUTOR; Josmes Angein Gonzege Del Morel Lty Haendchen Banto, Thats Helons Otio da Sitve

;{uﬂﬂ‘(i JowTolstcl,

Prof* Magda Santos Koerich
Subcoordenadora
CEPSH/PRPE/UFSC



