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RESUMO EXPANDIDO

Objetivos: O Linfoma de Hodgkin (LH) representa cerca de 8,4% dos canceres
pediatricos no Brasil, porém as caracteristicas moleculares alteradas do LH ainda nao sao
totalmente elucidadas. Biomarcadores tém sido avaliados para compreensdo da
patogénese do LH e possiveis aplicacfes clinicas. Materiais e Métodos: Foi construida
coorte retrospectiva de pacientes com diagnostico de LH (até 18 anos), admitidos no
Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira, de 1996-2014 que possuiam
blocos de parafina disponiveis. Foram obtidas informac@es clinicas e de desfecho em
prontudrio. Os experimentos de imunohistoquimica (IHQ) foram feitos com anticorpos
anti-LMP1 (Monoclonal Anti-EBV, LMP clones CS.1-4); Anti-PD-1 (Monoclonal Anti-
PD-1, clone NAT105); e anti-PD-L1 (Monoclonal Anti-PD-L1, clone ABM4E54). Foi
realizada analise qualitativa das laminas por dois observadores, e analise quantitativa das
laminas com determinacédo de valor em pixel pelo programa GIMP, e definicdo de valor
de ponto de corte por curva ROC para desfecho desfavoravel. Foi realizada descricdo e
associacao das andlises quantitativas e qualitativas das laminas de IHQ com desfecho
desfavoravel (Gbito+recaida), resposta ao tratamento e estadio por teste exato de Fisher.
Foi analisada sobrevida geral (SG) e sobrevida livre de eventos (SLE) por Kaplan-Meier
(periodo de censura=60 meses). Os programas SPSS e GraphPad Prism foram utilizados,
considerando P<0,05. Resultados: Os pacientes EBVs negativos exibiram tendéncia para
reducdo da SG (P=0,080) e da SLE (P=0,060). O ponto de corte selecionado para PD-1
foi de 37.943 pixels (1,2% de positividade no tecido, sensibilidade=80%;
especificidade=87,9%) e para PD-L1 foi de 44.065 pixels (1,4% de positividade;
sensibilidade=80%; especificidade=84,8%). A expressdo de PD-1>1,2% foi associada a
estadio precoce (P=0,001). A positividade de PD-1<1,2% agregado ao PD-L1>1,2% no

tecido foi associado a estadio tardio(P=0,003) e a diminuicdo da SG(P=0,046). O PD-



1>1,2% no tecido associado ao aumento de PD-L1 apresentou relacdo com caracteristicas
de melhor prognédstico (menor taxa de 6bito(P=0,057) e aumento de SLE(P=0,028);
quando PD-L1>1,4%, houve associacdo com estadio precoce(P=0,050), e aumento de
SG(P=0,029)). Discusséo: O status do PD-1 agregado ao aumento do PD-L1 mostrou
impacto na sobrevida e prognostico neste estudo. Isto pode ter ocorrido devido a resposta
imune exacerbada que provoca um infiltrado inflamatério intenso, visto que com a
reducdo de PD-1 ha menos interagdo desta com o PD-L1, o que pode levar a maior
ativacdo de linfdcitos T. Outros estudos sugerem haver uma relacdo entre a ocorréncia de
LH e doencas autoimunes em criangas. Concluséo: A baixa expressao do PD-1 agregada
ao aumento de expressdao do PD-L1 foi associada a reducdo da SG e estadio tardio.
Também foi demonstrada associacao entre uma maior expressao de PD-1 juntamente com

PD-L1 e a melhora na SG e SLE, diminui¢do da ocorréncia de 6bito e estadio precoce.

Palavras-chaves: Doenca de Hodgkin, pediatria, biomarcadores, prognostico.



RESUMO

Objetivos: O Linfoma de Hodgkin (LH) representa cerca de 8,4% dos canceres
pediatricos no Brasil, porém as caracteristicas moleculares alteradas do LH ainda nao sao
totalmente elucidadas. Biomarcadores tém sido avaliados para compreensdo da
patogénese do LH e possiveis aplicacdes clinicas. Métodos: Foi construida coorte
retrospectiva de criancas com diagnéstico de LH admitidas no Instituto de Medicina
Integral Professor Fernando Figueira, de 1996-2014 que possuiam blocos de parafina
disponiveis. Foram obtidas informac@es clinicas e desfecho em prontuario. Foram feitas
analise de Imunohistoquimicas(IHQ) para EBV, PD-1 e PD-L1 qualitativa e quantitativa
com definicdo de cutoff por curva ROC. Foi realizada descricao e associacdo das analises
quantitativas e qualitativas das laminas de IHQ com variaveis clinicas, de desfecho e
analise de sobrevida geral (SG) e sobrevida livre de eventos (SLE). Foi considerado
P<0,05. Resultados: A expressdo de PD-1>1,2% foi associada a estadio
precoce(P=0,001). A positividade de PD-1<1,2% agregado ao PD-L1>1,2% no tecido foi
associado a estadio tardio(P=0,003) e diminuicdo da SG(P=0,046). O PD-1>1,2% no
tecido associado ao aumento de PD-L1 apresentou relacdo com caracteristicas de melhor
prognostico(quando a célula maligna estava mais intensa que as células do infiltrado
inflamatdrio foi observado associagdo com menor taxa de obito(P=0,057) e aumento de
SLE(P=0,028); quando PD-L1>1,4%, houve associacdo com estadio precoce(P=0,050),
e aumento de SG(P=0,029)). Conclusdo: A baixa expressdo do PD-1 agregada ao
aumento de expressao do PD-L1 foi associada a reducdo da SG e estadio tardio. Também
foi encontrado maior expressdo de PD-1 e maior expressdo de PD-L1, associados a

melhora na SG e SLE, diminuicéo da ocorréncia de 6bito e estadio precoce.

Palavras-chaves: Doenca de Hodgkin, pediatria, biomarcadores, prognostico.



ABSTRACT

Objectives: Hodgkin's Lymphoma (LH) represents about 8.4% of pediatric cancers in
Brazil, but the altered molecular characteristics of LH are not yet fully elucidated.
Biomarkers have been evaluated for understanding LH pathogenesis and possible clinical
applications. Methods: A retrospective cohort of children diagnosed with LH admitted
to the Professor Fernando Figueira Institute of Integral Medicine between 1996 and 2014,
who had available paraffin blocks, was constructed. Clinical and laboratorial information
and outcome were obtained from medical record. Qualitative and quantitative
immunohistochemical (IHC) analysis was performed for EBV, PD-1 and PD-L1 with
cutoff definition by ROC curve. A descriptive and association analysis of the IHC
findings with clinical variables, and also outcome, general survival (SG) and event-free
survival (SLE) variables were performed. It was considered P<0.05. Results: PD-1
expression> 1.2% was associated with early stage (P = 0.001). PD-1 positivity <1.2%
with PD-L1> 1.2% in tissue was associated with late stage (P = 0.003) and decreased SG
(P = 0.046). PD-1> 1.2% with increased PD-L1 was associated with better prognostic
characteristics (when labeling in the malignant cell was more intense than the
inflammatory infiltrate cells). In this case, it was observed an association with a lower
death rate (P = 0.057) and an increased in SLE (P = 0.028). Furthermore, PD-L1> 1.4%
was associated with early stage (P = 0.050) and increased SG (P = 0.029). Conclusion:
Low PD-1 expression with increased PD-L1 expression was associated with reduced SG
and late stage. Higher PD-1 expression and higher PD-L1 expression were also found,

associated with improved SG and SLE, decreased death and early stage.

Key-words: Hodgkin disease, childhood, biomarkers, prognosis






INTRODUCAO

Os Linfomas sdo uma das neoplasias malignas mais comuns da infancia, sendo o
segundo tipo mais frequente em criancas de paises em desenvolvimento, e o terceiro em
paises desenvolvidos®?. No Brasil, o Linfoma de Hodgkin (LH) representa cerca de 8,4%
dos canceres pediatricos®, com predominio no sexo masculino e média de idade de 10
anos*. O LH é uma neoplasia caracterizada pela malignizagdo de linfdcitos B, originando
as Células de Reed-Sternberg (RS), as células de Hodgkin (CH) e variantes. A neoplasia
ocorre no sistema linfatico e reticulo-endotelial®>® e o diagndstico é confirmado por meio
de exame anatomopatoldgico de bidpsia de linfonodo suspeito®.

O microambiente do LH é composto majoritariamente por infiltrado inflamatério
constituido por linfocitos, eosinéfilos, plasmdcitos e neutréfilos, células estromais e
fibroblastos, sendo as células transformadas a populacdo minoritaria do microambiente
tumoral, compondo cerca de 10% deste*. A etiologia e patogénese do LH ainda ndo estio
totalmente esclarecidas. Entretanto, a associacdo com o virus Epstein-Barr (EBV) em
criangas tem sido relatada na literatura, com estudos que apontam a identificacdo do virus
em até 90% dos casos em paises em desenvolvimento e cerca de 30-50% dos casos de
paises desenvolvidos*’.

As caracteristicas moleculares e vias bioldgicas alteradas do LH, tanto nas células
transformadas quanto em seu infiltrado inflamatorio, ainda ndo sdo completamente
elucidadas®. Neste contexto, alguns biomarcadores tém sido estudados para a
compreensdo da patogénese da doenca e possiveis aplicacdes clinicas, como valor
prognostico, impacto na sobrevida e alvo para imunoterapia®. Dentre estes
biomarcadores, o Programmed cell death protein-1 (PD-1) e o Programmed cell death
protein- ligand 1 (PD-L1) tém sido estudados em outros tipos de cancer e no LH em

adultos, com poucos estudos em LH em criangas®*°.



Ambas as moléculas PD-1 e o PD-L1 séo proteinas relacionadas a resposta imune
do hospedeiro ®1°, O PD-1 é um receptor imunoldgico de células T, B, natural killer (NK)
e monacitos, que controla as respostas imunoldgicas citotoxicas, contribuindo para a
manutencio da autotolerancia'*?. O PD-1 tem dois ligantes, 0 PD-L1 e 0 PD-L2, que sdo
expressos tanto nas células transformadas quanto em leucdécitos presentes no infiltrado
inflamatério 2. A interagdo entre PD-1 e PD-L1 causa a inibicdo da ativacdo de
linfocitos T, diminuindo a producdo de citocinas, e pode levar a evasdo do cancer ao
ataque pelo sistema imune %2,

Devido a escassez de pesquisas sobre o significado clinico e contribuicdo de
marcadores moleculares na patogénese do LH na populacdo pediatrica, sobretudo em
ambito regional e nacional, este estudo tem como objetivo detectar o EBV, e avaliar a
expressdo de PD-1 e PD-L1 em bidpsias diagnésticas de LH em crianc¢as de um centro de

Oncologia em Recife, Brasil.

METODOS

Aspectos éticos
O estudo seguiu as recomendacdes da Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional
de Satde e foi aprovado no Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do Hospital

IMIP sob o nimero CAAE 93277718.8.0000.5201.

Populagéo de estudo
Foram incluidos neste estudo pacientes com diagnoéstico histoldgico de Linfoma
de Hodgkin, com até 18 anos de idade, e admitidos no Servigco de Oncologia Pediatrica

do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP), entre 1996 e 2014



e que possuiam blocos de parafina no servigo. Foram excluidos do estudo pacientes cujos
blocos de parafina ndo foram encontrados ou que estavam inadequados para realizacdo

dos experimentos.

Definicoes

Foram obtidas informacBes nos prontudrios sobre as variaveis sexo, idade,
diagnéstico e data de diagnostico, variaveis clinicas Bulk disease mediastinal
(considerado presente quando a massa mediastinal era maior que 1/3 do diametro do
torax) e sintomas B, e varidveis laboratoriais como Hemoglobina, Velocidade de
Hemossedimentacdo (VSH) e Desidrogenase Lactica (DHL), valores de
imunohistoquimica diagnostica referente aos marcadores CD15, CD20 e CD30 e
protocolo utilizado (SJCRH 1980, HOD-94, HOD-08/99 modificado (com a substituigdo
da mecloretamina por ciclofosfamida) e ABVD).

As seguintes varidveis foram avaliadas em relacdo a detec¢do de EBV e expressdo
de PD-1 e PD-L1: estadiamento (classificacdo Ann Arbor), resposta ao tratamento
(Resposta completa ou outras respostas (parcial ou doenga em progressao)) e desfecho

(favoravel (cura) ou desfavoravel (6bito e/ou recaida)).

Analise Imunohistoquimica

Os experimentos de imunohistoquimica foram realizados no Instituto Aggeu
Magalhdes — FIOCRUZ/PE. Os blocos de parafina foram cortados com o micrétomo
manual (American Optical, Rotary, Leyca RM2125RT) com espessura de 4 pm. Foi
empregado o Kit Dako EnVision™ FLEX+ (Codigo K8002, Dako Laboratories —
Carpinteria, EUA) seguindo as recomendac6es do fabricante. Os seguintes anticorpos

primarios foram utilizados e incubados overnight: anti-LMP1 (Monoclonal Mouse Anti-



EBV, LMP clones CS.1-4, IR753, Dako; Recuperagéo antigénica com Tris-EDTA); Anti-
PD-1 (Monoclonal Mouse Anti-PD-1, clone NAT105, ab52587, Abcam; Recuperacdo
antigénica com Citrato); e anti-PD-L1 (Monoclonal Mouse Anti-PD-L1, clone
ABMA4E54, ab210931, Abcam; Recuperagédo antigénica com Citrato).

Foi utilizado como controle positivo do PD-1, o centro germinativo do linfonodo
de cada paciente e como controle positivo do PD-L1 os pacientes com Linfoma de
Hodgkin Predominéancia Linfocitica Nodular. Para controles positivos do EBV, foram
utilizados como parametros os pacientes sabidamente positivos cuja deteccdo foi
realizada previamente ao diagndstico por Hibridizacdo in Situ ou Imunohistoquimica.
Também foram considerados controles negativos da técnica durante os experimentos.

As laminas de imunohistoquimica foram visualizadas e fotografadas em
microscopio invertido (Observer Z1, Zeiss Microlmaging, GmbH, Alemanha) equipado
com cémera AxionCam MRm Zeiss versdo 4.7.4 e software LAS EZ (Leica
Microsystems, Suica) de analise de imagem. As imagens foram obtidas em uma
ampliacdo de 400x em quadruplicata, sendo realizadas analises quantitativas por
contagem de pixels por meio do programa GIMP® versdo 2.10.12 (GNU Image
Manipulation Program, plataformas UNIX). Nesta anélise quantitativa ndo foi possivel
diferenciar a marcagéo das células malignas e do infiltrado inflamatorio.

A analise qualitativa foi realizada por dois observadores. A analise referente a
presenca do EBV foi classificada como positivo ou negativo de acordo com a presenca
de marcacéo citoplasmatica na célula transformada (célula Reed-Sternberg e/ou célula de
Hodgkin e suas variantes). O PD-1 foi considerado positivo na presenca de rosetas ao
redor da célula maligna e o PD-L1 foi considerado positivo quando presente em
membrana/citoplasma das células T do infiltrado inflamatorio e/ou células malignas e

teve sua expressdo graduada de acordo com a intensidade (de uma a trés cruzes). Também



foi observado se a célula transformada apresentava maior ou igual intensidade de

expressdo de PD-L1 as células do infiltrado inflamatorio.

Andlise estatistica

Os dados clinico-demograficos, laboratoriais e experimentais foram digitados em
planilha do programa Microsoft® Excel. Em relacdo a analise qualitativa das l1aminas, foi
realizado indice Kappa para avaliar a concordéncia de resultados entre os observadores.
Sobre a analise quantitativa das ldminas, para determinagdo de valor em pixel de cada
lamina, foi realizado uma média das quatro imagens, o que gerou um valor para cada
paciente. Os valores obtidos para cada molécula considerando todos os pacientes foram
analisados por meio de Curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para
determinacdo do valor de ponto de corte de cada proteina ajustado ao desfecho
desfavoravel (Sensibilidade e especificidade > 80%). A partir disso, os pacientes foram
categorizados em dois grupos (1- abaixo do ponto de corte, 2- acima do ponto de corte).

Foi realizada uma analise descritiva das varidveis clinico-demogréficas,
laboratoriais e de imunohistoquimica, com aplicacdo de teste exato de Fisher para
determinar associa¢cdo com desfecho desfavoravel, resposta ao tratamento e estadiamento.
Também foi realizada analise de sobrevida geral (status Obito) e sobrevida livre de
eventos (status Obito e recaida) pelo método de Kaplan-Meier, sendo considerado um
periodo de censura de 5 anos (60 meses) contabilizado a partir da data de diagndstico.

Os programas IBM SPSS ® versdo 20 (SAS Institute, Cary, NC) e GraphPad
Prism® verséo 5.01 (GraphPad Software, Inc.) foram utilizados, sendo considerados

significantes valores de P < 0,05.



RESULTADOS
Descricdo da populacéo

Foram identificados 129 pacientes entre 1996 e 2014. Destes, foram encontrados
blocos de parafina de 60 pacientes, sendo 11 deles excluidos por ndo apresentarem
material suficiente ou adequados para realizacdo dos experimentos de
imunohistoquimica. Dos 49 pacientes incluidos no estudo, 34 (69,4%) sdo do sexo
masculino e 15 (30,6%) do sexo feminino, com média de idade de 10,5 anos e mediana
de 11 anos de idade ao diagndstico. As caracteristicas clinico-demogréficas, radioldgicas,
laboratoriais, de imunohistoquimica diagndstica encontram-se na Tabela 1.

Em relacdo ao diagnostico histolégico, foram observados 42 pacientes com
Linfoma de Hodgkin Classico, sendo 15 deles (30,6%) com o subtipo Esclerose Nodular,
20 pacientes (40,8%) com o subtipo Celularidade Mista, 6 pacientes (12,2%) com o
subtipo Rico em Linfécitos e 1 paciente (2,1%) com o subtipo Deplecdo Linfocitaria. O
tipo Linfoma de Hodgkin - Predominancia Linfocitica Nodular foi observado em 7
pacientes (14,3%). O estadio precoce foi encontrado em 30 pacientes (61,2%) e o tardio
em 19 pacientes (38,8%).

Os protocolos de tratamento utilizados foram SJICRH 1980 (1 paciente; 2%);
HOD-94 (23 pacientes; 46,9%); HOD-08/99 modificado (22 pacientes; 44,9%); ABVD
(3 pacientes; 6,1%). Foi observada resposta completa ao tratamento em 30 (61,2%) dos
pacientes. Em relacdo ao desfecho, 34 (69,4%) pacientes obtiveram cura e 15 (30,6%)

pacientes tiveram desfecho desfavoravel.

EBV
A positividade para o EBV foi encontrada em 25 pacientes (51%) (Figura 1). Dos

6 pacientes que vieram a obito, 5 eram EBVs negativos, e dos 12 pacientes que tiveram



recaida, 6 eram EBVs negativos. A positividade para o EBV ndo foi associada ao
diagndstico histologico, estadiamento, resposta ao tratamento, desfecho desfavoravel
nem a expressdo de PD1 e PD-L1. No entanto, os pacientes EBVs negativos apresentaram
tendéncia para diminuicdo da sobrevida geral (P=0,080) e da sobrevida livre de eventos

(P=0,060) (Figura 2).

PD-1

A positividade para PD-1 considerando a formagéo de rosetas completas ao redor
da célula transformada foi encontrada em 9 (18,4%) pacientes (Figura 1), e apenas dois
destes tiveram recaida e nenhum deles veio a 6bito. Em relacdo a anélise quantitativa por
contagem de pixels, a positividade para PD-1 variou de 0,1% a 11,2%, com média de
99.656,5 pixels, o que corresponde a 3,2% de positividade na lamina. Por analise de curva
ROC, foi obtido o valor 37.943 pixels como ponto de corte, 0 que corresponde a 1,2% de
positividade na lamina, com 80% de sensibilidade e 87,9% de especificidade para
desfecho desfavoravel. A expressdo de PD-1 relativa a contagem de pixels maior que
1,2% mostrou-se associada ao estadiamento precoce (P=0,001). A analise de sobrevida

geral e livre de eventos de PD-1 ndo se mostrou significante.

PD-L1

A positividade para PD-L1 foi encontrada em 47 (95,9%) pacientes, tendo sido
considerada e analisada independentemente para a célula transformada e para o infiltrado
inflamatdrio. Nestes pacientes, foi observada diferenca de intensidade de positividade (de
1+ a 3+) entre os dois tipos celulares considerados (Figura 1), sendo 27 (57,4%) laminas
com intensidade de marcacdo maior na célula transformada do que no infiltrado

inflamatdrio e 20 (42,6%) com intensidade igual de célula transformada e células do



infiltrado inflamatdrio. Dos 33 pacientes que obtiveram cura, 21 deles apresentaram
maior intensidade de expressao na célula transformada em relacéo as células do infiltrado
inflamatorio. A intensidade de expressdo de PD-L1 (maior positividade) em células
malignas em relagdo as células do infiltrado inflamatdrio nos pacientes mostrou uma
tendéncia para associacdo com o estadiamento da doenca (P= 0,069).

Quanto a andlise quantitativa por contagem de pixels, a positividade para PD-L1
foi de 0,3 a 7,1% da lamina, com média de 85.503 pixels, 0 que representa 2,7% de
positividade na 1dmina. Na analise de curva ROC, foi selecionado o ponto de corte de
44.065 (1,4% de positividade) por apresentar 80% de sensibilidade e 84,8% de
especificidade para desfecho desfavoravel. Dos 15 pacientes que tiveram desfecho
desfavoravel, 12 deles apresentaram mais de 1,4% de positividade para o PD-L1. A
analise de sobrevida geral e livre de eventos de PD-L1 ndo foi estatisticamente

significante.

Associacdo entre PD-1 e PD-L1

Em relacéo ao estadiamento, foram observadas as seguintes associa¢des: 1-maior
expressao de PD-1 (> 1,2% de positividade na lamina) juntamente com expressao mais
intensa de PD-L1 na célula maligna em relacdo ao infiltrado com estadio precoce (P=
0,003); 2- menor expressao de PD-1 (< 1,2% de positividade na lamina) agregada a maior
expressao de PD-L1 (> 1,4% de positividade na lamina) com estadio tardio (P=0,003); e
3- maior expressdo de PD-1 no tecido (> 1,2% de positividade na lamina) agregada a
maior expressao de PD-L1 (> 1,4% de positividade na lamina) com estadio precoce (P=
0,050).

Em relacdo aos desfechos, mostrou-se significante a associacdo de maior

expressao de PD-1 no tecido (> 1,2% de positividade na lamina) juntamente a expresséo



mais intensa de PD-L1 na célula maligna em relacéo ao infiltrado inflamatdrio com maior
taxa de cura (P= 0,057). A expressdo de PD-1 em mais de 1,2% da ldmina associada a
expressdo de PD-L1 em mais de 1,4% da lamina foi relacionada a menor ocorréncia de
6bito (P=0,056).

Os pacientes que apresentaram expressdo de PD-1 em menos de 1,2% da lamina
e de PD-L1 em mais de 1,4% da lamina exibiram menor taxa de sobrevida global (P=
0,046) (Figura 3). Em contrapartida, os pacientes que tiveram expressao de PD-1 em mais
de 1,2% da lamina e de PD-L1 em mais de 1,4% da lamina foram associados a maior taxa
de sobrevida global (P= 0,029) (Figura 3). A positividade para PD-1 em mais de 1,2% da
lamina associado a maior positividade de PD-L1 na célula transformada em relagdo ao
infiltrado inflamatdrio apresentou associagdo com maior sobrevida livre de eventos em

relagdo a outras combinagdes (P= 0,028) (Figura 4).

DISCUSSAO

Neste trabalho, as caracteristicas clinico-demogréaficas, laboratoriais e
radiologicas foram semelhantes a de outros estudos brasileiros e de paises em
desenvolvimento” 31415 A" frequéncia de expressdo de CD15, CD30 e CD20 foi
semelhante ao encontrado na literatura*®17,

A positividade para EBV encontrada em 51% dos pacientes é semelhante a de
outros estudos brasileiros'®°. Foi observado em outras pesquisas uma tendéncia bimodal
da presenca do EBV, sendo mais prevalente em individuos com LH mais jovens, abaixo
de 10 anos e em pacientes acima dos 45 anos, de paises em desenvolvimento!320:1821 Em
nossa populagédo, observamos uma média de idade de 10,5 anos, 0 que corrobora com

nossos dados.



Em nossa populagéo foi observada uma tendéncia para diminuigéo da sobrevida
global e livre de eventos de pacientes EBV negativos, algo que pode néo ter sido
significante devido ao tamanho pequeno de nossa amostra. A relacdo da positividade do
EBV com a sobrevida e significado prognoéstico do mesmo ainda é algo controverso na
literatura 13202122 Neste sentido, Myriam et al. sugerem a existéncia de que o impacto
prognostico da positividade do EBV seja relevante apenas para um grupo particular de
pacientes com Linfoma de Hodgkin, sendo estes principalmente em estadios iniciais?..

Neste estudo, observamos que a presenca de positividade de PD-1 menor que
1,2% do tecido associado ao PD-L1 maior que 1,2% do tecido esteve associada a estadio
mais avangado da doenca (P=0,003) e a diminuicdo da Sobrevida Global dos pacientes
(P=0,046). Em contrapartida, a expressdo de PD-1 em mais de 1,2% da lamina agregado
ao aumento de PD-L1 apresentou relacdo com caracteristicas relacionadas a melhor
prognostico (quando a célula maligna estava mais intensa que as células do infiltrado
inflamatorio foi observado associacdo com menor taxa de ébito (P=0,057) e aumento de
SLE (P=0,028); quando PD-L1 foi expresso em mais de 1,4%, houve associacdo com
estadio precoce (P=0,050), e aumento de Sobrevida Global (P=0,029)). Estas informagdes
sugerem que o status do PD-1 associado a um aumento do PD-L1 impacta diretamente a
sobrevida e outras caracteristicas prognosticas.

A interacdo entre PD-1 e PD-L1 promove evasao do sistema imune do hospedeiro,
por meio da diminuicdo da ativacdo de células T, garantindo longevidade a célula
transformada® 2. Diferente do esperado, que seria 0 aumento de PD-1 e de PD-L1
associado a pior progndstico, fato observado em outros estudos em adultos!!122324 no
presente estudo, os pacientes com prognosticos mais pobres apresentaram diminuicao do
PD-1 associado ao aumento de PD-L1. Este resultado pode ter ocorrido devido a uma

resposta imune exacerbada que provoca um infiltrado inflamatdrio muito intenso, visto



que com a diminuicdo de PD-1 ha menos interacdo desta molécula com o PD-L1, o que
pode ser traduzido em maior ativagdo de linfocitos T2, Ja foi observada uma possivel
relagdo entre a ocorréncia de LH e doengas autoimunes em criangas® %',

Desta forma, pacientes com prognosticos mais sombrios apresentam diminuicdo
do PD-1, e como este é um receptor de células B, T, NK, ha uma diminuicdo da resposta
imunoldgica citotdxica e de reconhecimento de autoantigenos'!?. Ao mesmo tempo,
observou-se aumento de PD-L1, com intensidade de marcacdo ainda maior na célula
transformada. Assim, a interagéo entre PD-1 e PD-L1 promove evaséo do sistema imune
do hospedeiro, garantindo a célula transformada longevidade®*2.

A associagéo da positividade do PD-1 maior que 1,2% do tecido com o estadio
precoce ressalta a importancia da desregulagéo dessa proteina na patogénese do LH. Além
disso, a diferenca entre as associagdes com o PD-1 para melhor ou pior prognostico infere
que é a alteracdo de expressdo nesta proteina que esta tendo maior impacto no desfecho.

No entanto, este estudo de imunohistoquimica ndao nos permite afirmar se hé essa
diminuicdo de PD-1 por ela ndo ser reconhecida por estar ligada ao PD-L1 ou se ha uma
regulacdo negativa da molécula. Da mesma forma, ndo é possivel afirmar se ha uma
regulacdo positiva na expressdo de PD-L1 ou se com a diminui¢do do PD-1 ha mais PD-
L1 livre. Por isso, estudos de biologia molecular podem ser uteis para maior
conhecimento acerca da patogénese dessa via de regulagdo imunoldgica relacionada ao
LH.

Até o momento, ndo foram encontrados na literatura outros estudos que
relacionem a expressdéo de PD-1 e PD-L1 a sobrevida e caracteristicas clinicas
prognosticas do Linfoma de Hodgkin em criancas. Dilly-Feldis et al. em estudo realizado
na Franca com 42 pacientes pediatricos, também observaram baixa expressdo de PD-1

(poucos pacientes apresentaram a formacéo de rosetas e também tiveram positividade em



torno de 1-3% dos linfdcitos). Porém, a populagdo por eles estudada apresentou expressao
mais forte de PD-L1 (a molécula estava presente em mais de 50% do tecido na maior
parte dos casos) e ndo teve associacdo da expressdo dessas proteinas com cura e/ou
recaida e refratariedade™®.

Em estudos com adultos, os resultados foram diferentes dos observados neste
estudo em criancas. Hollander et al. em estudo com pacientes de 15 a 86 anos na Suécia
observaram que houve associagdo com menor sobrevida global e livre de eventos em
pacientes que eram PD-1 positivos e menor sobrevida global de pacientes PD-L1
positivos, ambas as andlises do tipo multivariada?. Outros estudos em adultos e em paises
desenvolvidos também encontraram associacdo entre aumento de positividade de PD-1
e/ou PD-L1 com diminuicdo de sobrevida e caracteristicas de pior prognéstico 112324,

As discordancias encontradas entre o presente estudo e os citados anteriormente
podem residir no fato da populacgdo estudada ser muito diferente da nossa, com pacientes
adultos, de paises desenvolvidos, protocolos de tratamento distintos, predominancia do
subtipo histolégico Esclerose Nodular (neste estudo a maior parte dos pacientes possuiam
o0 tipo celularidade mista). Vale ressaltar que nos estudos citados anteriormente, com
excecdo do trabalho de Koh et al.%, a influéncia da positividade do PD-1 e do PD-L1 foi
significativa quando em analise multivariada na presenca de outros fatores.

Devido a este aumento de PD-1 associado a diminuigé@o da sobrevida de pacientes
adultos, alguns ensaios clinicos envolvendo drogas anti-PD-1, como o nivolumab, tém
sido realizados, principalmente com pacientes recaidos ou refratarios. Estes estudos tem
mostrado boa efetividade nesses pacientes, com perfil de seguranca aceitavel?®, Em
relacdo a estudos em criancas, foi encontrado na literatura dois relatos de casos de uso de
um anti-PD-1. Em ambos os estudos, foi utilizado o nivolumab em pacientes refratarios

ao tratamento, sendo um deles em momento pos-transplante. Foi observada resposta



importante dos pacientes ao tratamento, com efeitos adversos inexpressivos 312,
Portanto, a maior compreenséo do PD-1 e PD-L1 podem ter implicagOes de tratamento

em um futuro préximo, aumentando o arsenal terapéutico para o LH pediatrico.

CONCLUSAO

Neste estudo, a baixa positividade do PD-1 com 0 aumento de positividade do PD-
L1 foi associada a diminuicdo da sobrevida e estadiamento tardio em nossa populacao
pediatrica. Também foi encontrada maior positividade de PD-1 e maior expressdo de PD-
L1, sobretudo quando este se encontra mais intenso na célula transformada do que no
infiltrado inflamatdrio, associados a melhora na sobrevida global e livre de eventos,
diminuicdo da ocorréncia de dbito e estadiamento precoce. Com estes dados, ressaltamos
a importancia dessas moléculas por seu significado clinico e contribuicdo na patogénese
do LH em criangas. Mais estudos, sobretudo em ambito nacional e regional na populagéo
pediatrica, sdo necessarios para compreensdo mais plena dessa doenca e das moléculas

envolvidas em sua fisiopatologia.
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ANEXOS

Tabela 1. Caracteristicas clinico-demograficas, radioldgicas, laboratoriais, de imunohistoquimica e
de tratamento das criangas com Linfoma de Hodgkin.

Caracteristica Cura Desfecho desfavoravel Total
(n=34) (n=15) (n=49)

Género

Masculino 24 (70,6%) 10 (66,7%) 34 (69,4%)

Feminino 10 (29,4%) 5 (33,3%) 15 (30,6%)
Idade 10,9 anos 9,9 anos 10,5 anos
Variaveis laboratoriais

Hemoglobina < 10,5 10 (29,4%) 9 (60,0%) 19 (38,8%)

VSH > 20 19 (55,9%) 10 (76,9%) 29 (67,4%)

DHL > 270 11 (32,4%) 2 (13,3) 19 (38,7%)
Variaveis Clinicas

Bulk disease mediastinal 9 (26,5%) 5 (33,3%) 14 (28,6%)

Sintomas B 8 (23,5%) 9 (60%) 17 (34,7%)
Diagnostico histologico

Esclerose Nodular 13 (38,2%) 2 (13,3%) 15 (30,6%)

Celularidade Mista 11 (32,4%) 9 (60,0%) 20 (40,8%)

Outros 10 (29,4%) 4 (26,7%) 14 (28,6%)
Imunohistoquimica diagndstica

CD15 28 (82,4%) 11 (73,3%) 39 (79,6%)

CD30 30 (88,2%) 13 (86,7%) 43 (87,8%)

CD20 7 (20,6%) 3 (20%) 10 (20,4%)
Estadiamento

Estadio precoce 25 (73,5%) 5 (33,3%) 30 (61,2%)

Estadio tardio 9 (26,5%) 10 (66,7%) 19 (38,8%)
Protocolo

SJCRH 1980 - 1(6,7%) 1 (2%)

HOD-94 17 (50,0%) 6 (40%) 23 (46,9%)

HOD-08 17 (50,0%) 5 (33,3%) 22 (44,9%)

ABVD - 3 (20%) 3 (6,1%)
Resposta completa 21 (61,8%) 9 (60%) 30 (61,2%)
Desfecho

Cura 34 (100,0%) - 34 (69,4%)

Desfecho desfavoravel - 15 (100,0%) 15 (30,6%)
(6bito+cura)

Obito - 6 (40,0%) 6 (12,2%)

Recaida - 12 (80,0%) 12 (24,5%)




Figura 1. Deteccao de EBV e expressao de PD-1 e PD-L1 em pacientes infanto-juvenis com Linfoma de Hodgkin.

1. EBV 2. PD-1 3. PD-L1

A.Positivo

B.Negativo*

1A. Paciente EBV positivo; 1B. Paciente EBV negativo; 2A. Paciente PD-1 positivo por formag&o de roseta; 2B. Paciente PD-1 negativo;
3A. Paciente PD-L1 positivo com aumento de expressao em célula maligna em relagdo a infiltrado inflamatério; 3B.* Paciente PD-L1
positivo com célula maligna e infiltrado inflamatdrio com expressdo semelhante. Optamos por colocar esta marcagao ao invés da negativa
para caracterizar a analise qualitativa.




Figura 2. Associacdo da Sobrevida com a presenca do EBV.
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Figura 3. Andlise de Sobrevida Global associada a expressdo de PD-1 e PD-L1 de pacientes infanto-juvenis com Linfoma de Hodgkin.
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Figura 4. Sobrevida Livre de Eventos dos pacientes com PD-1>1,2% + PD-L1 mais
intenso na célula transformada.
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