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Resumo

Lafayette, TCS: Linfomas N&o Hodgkin (LNH) associados ao virus Epstein Barr
(EBV) em criangas transplantadas: caracterizacdo de expressao viral e tratamento
com o emprego de anticorpos Anti CD20 [dissertagao]. Sao Paulo: Universidade de
Séo Paulo, Faculdade de Medicina, 2015. 64 f.

A doenca linfoproliferativa pos transplante (DLPT) €& a proliferacdo tecidual
secundaria mais comum em criancas submetidas a transplante de érgdos solidos, e
representa um espectro de proliferacdo linfoide clinica e morfologicamente
heterogéneo que vai desde uma hiperplasia policlonal indolente até linfomas
agressivos. Aproximadamente 80% das DLPT estdo associadas ao virus Epstein
Barr (EBV) e € originaria de células B, entre 10 a 15% tem origem em células T e
aproximadamente 1% em células natural killer. O status sorolégico negativo para
EBV pré transplante e o grau de imunossupresséo sao os fatores de risco de maior
relevancia para o desenvolvimento desta enfermidade. A apresentacdo clinica é
diversa e sintomas constitucionais podem estar presentes simulando infeccdo e ou
rejeicdo ao Orgdo transplantado. A confirmacdo do diagnostico por exame
histopatolégico é, habitualmente, necessaria e a hibridizacdo in situ geralmente
detecta as particulas de EBV nos tecidos examinados. A melhor opc¢éo terapéutica
ainda ndo estd definida e atualmente o tratamento consiste na reducdo da
imunossupressao associada ao uso do anticorpo Anti CD20 e ou quimioterapia
citotoxica além da terapia celular disponivel em alguns centros. Este estudo teve por
objetivos avaliar a resposta tumoral ao uso do anticorpo Anti CD20 na DLPT de
células B EBV positivas pos transplante de o6rgados sélidos, além de associar a
neoplasia a eventual inclusdo genémica de DNA/EBV na célula neoplasica. Foram
analisados retrospectivamente os prontuarios de vinte e trés pacientes com até 18
anos incompletos admitidos na Unidade de Internacdo do Servico de Onco-
Hematologia do Instituto da Crianca (ICR) e Instituto do Tratamento do Cancer
Infantil (ITACI) que desenvolveram DLPT CD20 positiva pés transplante de orgaos
sélidos comprovada histologicamente entre 8 de marco de 1995 e 13 de agosto de

bY

2011. Todos foram submetidos a reducdo da imunossupressao, treze receberam
Anti CD20 isolado, trés Anti CD20 associado a quimioterapia citotéxica e sete
pacientes nao fizeram uso desta droga. A sobrevida global em dois anos dos
pacientes que receberam Anti CD20 foi de 81,45% e quando comparada a sobrevida
global de 37,5% dos que nao receberam a droga revelou diferenca estatistica
significativa (p=0,02). Todos os pacientes tiveram a deteccéo da proteina de laténcia
viral de EBV Latent Membrane Proteinl (LMP1) na célula tumoral através da técnica
de hibridizacéo in situ realizada em blocos de parafina devidamente armazenados
ao diagndstico. A curta duracdo do tratamento com o Anti CD20, a toxicidade
aceitdvel em relacdo as demais alternativas terapéuticas, a possibilidade de seu uso
exclusivo, sua eficécia inclusive na doenca de histologia agressiva e associacdo as



demais alternativas de tratamento na doenca refrataria sugerem a inclusdo desta
droga no arsenal terapéutico atualmente disponivel.

Palavras chave: Doenca linfoproliferativa pos transplante (DLPT), Epstein Barr
Virus (EBV), Anti CD20



Abstract

Lafayette, TCS: Non-Hodgkin’s Lymphoma (NHL) associated to Epstein Barr virus
(EBV) in children who underwent organ transplantation: characterization of the viral
expression and treatment with Anti-CD20 antibodies.

Post-transplant lymphoproliferative disease (PTLD) is the most common secondary
tissue proliferation that occurs in children after solid organ transplantation and
represents a spectrum of clinical lymphoid proliferation and morphologic
heterogeneity that goes from an indolent polyclonal hyperplasia to aggressive
lymphomas. Approximately 80% of PTLD is associated with Epstein Barr virus (EBV)
and is of B-cell origin, 10 to 15% of T-cells and approximately 1% of natural killer
cells. EBV pretransplant seronegativity and the degree of immunosuppression are
the most relevant risk factors for developing the disease. Clinical presentation is
diverse and constitutional symptoms may simulate infection and/or organ
transplanted rejection. Histopathologic examination is usually necessary to confirm
diagnosis and, generally, in situ hybridization detects the EBV patrticles in examined
tissues. The best treatment option is yet to be determined and the current treatment
consists of immunosuppression reduction associated with the use of anti CD20
antibody and/or cytotoxic chemotherapy besides cell therapy only available in some
centers. This study aimed to evaluate tumor response to the use of anti CD20
antibody in positive B-cell EBV PTLD after solid organ transplantation and the
association of the neoplasia to the eventual inclusion of genomic EBV/DNA in the
tumor cell. We retrospectively analyzed medical records of twenty-three patients
under 18 years of age who were admitted to the inpatient unit of Servico de Onco-
Hematologia do Instituto da Crianca (ICR) e Instituto do Tratamento do Cancer
Infantil (ITACI) who developed histologically proven CD20 positive pediatric PTLD
after solid organ transplantation between 8 March 1995 and 13 August 2011. All
patients were submitted to immunosuppression reduction, thirteen received isolated
Anti CD20, three Anti CD20 associated with cytotoxic chemotherapy and seven
patients did not use this drug. The estimated 2-year overall survival rates of patients
who received anti CD20 was 81.45% and when compared to the overall survival
rates of those who did not receive the drug it was 37, 5%, showing a statistically

significant difference (p = 0.02). All patients had the Epstein-Barr virus latency protein



(latent membrane proteinl - LMP1) detected in tumor paraffin embedded stored at
diagnosis by the in situ hybridization technic. The short duration of the Anti CD20
treatment, its acceptable toxicity compared to other therapeutic alternatives, the
possibility of its exclusive use, its effectiveness in aggressive histology disease and
the association with other treatment alternatives in refractory disease, suggest this

drug inclusion to the currently available therapeutic arsenal.

Keywords: Post-transplant lymphoproliferative disorder (PTLD), Epstein—Barr
virus (EBV), Anti CD20.
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1 INTRODUCAO

Os pacientes submetidos a transplante de 6rgaos sélidos (TOS) tém um risco
5 a 10 vezes maior que a populacdo em geral de desenvolver uma neoplasia e o
risco cumulativo aumenta para mais de 50% ap6s 20 anos do transplante @.
Exemplificando, os carcinomas de labio e pele sdo os mais comuns apos transplante
renal em adultos, seguidos das doencas linfoproliferativas . A estimulacéo
antigénica induzida pelo enxerto, a imunossupressao cronica e seu efeito
oncogénico associados a infec¢cbes pelo virus Epstein Barr (EBV) tem sido
propostos como hipoteses provaveis para o desenvolvimento da Doenca
Linfoproliferativa Pds Transplante (DLPT). Sdo as neoplasias mais comuns em
criancas submetidas a TOS e representam, efetivamente, um espectro de
proliferacdo linfoide clinica e morfologicamente heterogéneo que vai desde uma
hiperplasia policlonal indolente até linfomas agressivos, mostrando lesdes
localizadas ou difusas, frequentemente extra nodais e no 6rgao transplantado e,
menos comumente, doenca disseminada rapidamente progressiva e de evolugéao
fatal. Vem se tornando cada vez mais clinicamente relevantes em consequéncia aos
avancos na area de transplantes, concomitantes ao desenvolvimento de
imunossupressores progressivamente mais potentes ), e seu uso gradativamente

mais profuso.

Aproximadamente 80% das DLPT estéo associadas ao EBV e sdo originarias
de células B. Entre 10 a 15% tém origem em células T e aproximadamente 1% em
células natural killer (NK). A incidéncia em criancas varia, conforme o Orgao
transplantado e consequente grau de imunossupressao, entre 1 a 20%. O estado
sorologico EBV negativo pré transplante, comum nesta faixa etaria, coloca esta
populacdo em maior risco que o0s adultos para o desenvolvimento desta

complicagéo.

A doenca pode se manifestar em qualquer periodo pés-transplante, desde o
primeiro més a varios anos apos. Todavia, a maior parte dos casos € observada no
primeiro ano apoés transplante e representa uma significativa causa de morbidade e

mortalidade associadas ao procedimento.
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1.1 Incidéncia e fatores de risco

Entre 1950 e 1970 os imunossupressores mais utilizados eram a azatioprina e
a prednisona e neste periodo os casos de DLPT eram esporadicos o que, sem
duvida, pode ser atribuido a ainda muito limitada sobrevida pds-transplante. A partir
da introducao da ciclosporina A em 1983 houve melhora significativa da “sobrevida
do enxerto”, mas, em consequéncia, foi observado um aumento na incidéncia de
DLPT. Exemplificando, em transplantes renais pediatricos o aumento foi de menos
de 1 a 2,2% para 6% entre 1990 e 2000. Essa elevagdo do numero de casos foi
paralela ao advento da imunossupresséao individualmente mais potente e a regimes
de associacdo mais intensos, frequentemente incorporando um anticorpo anti-

linfécito T (OKT3 e timoglobulina) a trés drogas imunossupressoras ha manutencao
@)

Com relacdo aos imunossupressores utilizados atualmente, publicacbes mais
antigas sugerem uma maior incidéncia de DLPT com o uso do Tacrolimus (FK506)
guando comparado a ciclosporina, porém o aumento de experiéncia ho manuseio
desta droga e a reducado dos niveis séricos alvo de 10 a 15 ng/ml para 5 a 10 ng/ml
em estudos recentes, ndo demonstrou risco aumentado adicional com o uso deste
farmaco. O micofenolato mofetil (MMF), usado concomitantemente a outros
imunossupressores, principalmente ao tacrolimus, parece estar associado a risco
reduzido de DLPT ©. Os inibidores mTOR (mammalian target of rapamycin) como o
sirolimus e o everolimus tem demonstrado propriedades antiproliferativas em
modelos de tumores linfoides, inclusive de DLPT de células B, e o tensirolimus tem
demonstrado atividade clinica em pacientes imunocompetentes com linfoma B
recidivado ou refratario. Se estas drogas sao eficazes na presenca de DLPT ou se
deverdo ser utilizadas apos o diagnéstico de DLPT devera ser motivo de estudos

futuros ©.

Ndo ha consenso em relacdo ao risco especifico de cada um dos
imunossupressores e a intensidade e a duragdo da imunossupressao (IS), muito
mais do que uma droga em particular, parecem ser os fatores de maior relevancia

para o desenvolvimento da DLPT .
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Sintetizando, a prevaléncia de DLPT associada ao EBV em transplante de
orgdos solidos varia entre 1 a 20% dependendo do tipo de 6rgdo transplantado,
status sorolégico de EBV pré-transplante e idade do paciente. A DLPT EBV positiva,
tipicamente se apresenta precocemente apos o transplante com a maior incidéncia
no primeiro ano ap6és o mesmo, embora também possa ocorrer mais tardiamente.

Em TOS o tempo mediano de aparecimento é em torno de 6 meses ©.

A infecc@o primaria por EBV é o maior fator de risco para o desenvolvimento
de doenca sintomatica incluindo DLPT e os pacientes pediatricos submetidos a TOS
sao significativamente mais suscetiveis ao desenvolvimento desta complicacdo, uma
vez que a chance de serem sorologicamente negativos é maior que a da populacéo
adulta ©. O receptor EBV negativo apresenta um risco aproximado de 25% de
desenvolver DLPT @0,

A variagao das taxas de DLPT observada entre os transplantes dos diversos
orgaos reflete os diferentes graus de imunossupressao necessarios a protecdo do
enxerto, embora outros fatores como a quantidade de tecido linfatico no 6rgéo

transplantado também contribuam Y. A maior ocorréncia de DLPT se observa nos
transplantes de intestino (220%) e pulmdes (£15%) seguidos de figado (5 a 10%),

coracdo (26%) e rins (2 a 3%) ‘2. Em transplante de células tronco hematopoiéticas

(CTH) a incidéncia é de 1% e o tempo mediano do inicio dos sintomas é de 2 meses
apos o procedimento. O risco € maior, de até 25%, nos transplantes néao
relacionados compativeis, nos parcialmente compativeis e com deplecéao de células
T @ refletindo o quanto a agressividade da intervencdo sobre a condicdo

imunoldgica normal é relevante para o desenvolvimento desta enfermidade.

A concomitancia de outras doengas infecciosas virais, tais como a
citomegalovirose, mormente se o doador for positivo para citomegalovirus (CMV) e o
receptor negativo, e a hepatite C, tém participacdo na patogénese da DPLT, embora
em menor escala “¥, bem como a incompatibilidade HLA-B ou HLA-DR em que,

independentemente da IS, o risco é proporcional ao grau de incompatibilidade .

Polimorfismos de citocinas anti-inflamatérias como a Interleucina 10 (IL10) e o

fator de crescimento tumoral 3 (TGF- ) estédo associados a maior suscetibilidade ao



18

desenvolvimento de DLPT / EBV positiva, sugerindo que desvios nas respostas pré
e anti-inflamatérias estéo envolvidos na patogénese desta doenca ©.

A mortalidade é elevada e referida em até 48% em transplante renal, 44% nos
hepaticos, 25% nos cardiacos e 36% nos intratoracicos: coracdo/pulméo e pulméao
isoladamente *”. Em criancas, a estimativa atual de sobrevida, em um ano apds o
diagnostico de DLPT, situa-se entre 56 a 73%, e de 40 a 61 % em 5 anos . A
doenca disseminada acompanhada de sintomas sistémicos oferece o maior risco de

mortalidade.

1.2 Aspectos clinicos

A apresentacdo clinica da DLPT € diversa e esta relacionada ao nivel de
imunossupressdo, a resposta imune e idade do receptor, a histopatologia e ao
tempo decorrido desde o transplante. Sintomas constitucionais tais como febre,
astenia, perda de peso, sudorese, linfoadenopatias palpaveis, sindrome semelhante
a mononucleose e sintomas relacionados a disfuncdo do érgdo comprometido

podem ser inicialmente observados.

Os sinais e sintomas da infeccéo por EBV e da DLPT, em particular, sdo mais
exuberantes quando a infeccdo primaria ocorre no periodo pos-transplante em
pacientes sorologicamente negativos para o EBV, especialmente se o doador for
EBV positivo. Verificou-se que 4% das criancas submetidas a TOS e 10% daquelas
com infeccdo primaria por EBV desenvolveram DLPT entre 1 més e 5 anos apos o
procedimento; nas que faziam uso de ciclosporina como imunossupressor, 75% dos
casos ocorreu durante o primeiro ano . A ocorréncia cumulativa pode alcancar 12 a
20% em 7 a 12 anos apos transplante hepatico. Os sintomas virais, a mononucleose
e a DLPT polimorfica tendem a ocorrer mais frequentemente no primeiro ano apos o
transplante enquanto que a doenca monomorfica e linfoma ocorrem mais

tardiamente.

7

O 6rgao transplantado € uma das localizacdes preferenciais da DLPT e o
exato mecanismo deste comprometimento ndo esta claramente elucidado; a

estimulacdo antigénica cronica, a passagem de linfécitos com 0 enxerto ou o
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desenvolvimento de linfoma proveniente de linfécitos do doador tem sido
mencionados. O maior registro europeu, de aproximadamente 200.000 TOS estima
que o enxerto esteja envolvido em 10,3% dos transplantes renais, 16% dos
cardiacos, 21,8% dos hepaticos e 42,7% dos de coracdo-pulmao ®®. Outros sitios
envolvidos s&o o trato gastrointestinal (64%), linfonodos e sistema nervoso central
(SNC) (6%). Pacientes pediatricos com DLPT abdominal podem apresentar
hepatoesplenomegalia ou outras visceromegalias, usualmente associados a anemia
(100%), sangramento intestinal (100%), emagrecimento (89%), hipoalbuminemia
(89%), anorexia (78%), diarreia crénica (67%) e dor abdominal (44%) ™. O
comprometimento das tonsilas e da pele é raro em adultos enquanto que nas
criancas, juntamente com os linfonodos do anel de Waldeyer, estdo muito
frequentemente envolvidas. Locais pobres em tecido linfatico, como por exemplo a
lingua, podem estar comprometidos sem aumento da carga viral, devendo portanto
ser cuidadosamente monitorados “?. Independentemente do tipo de enxerto,
pacientes com doenca localizada em linfonodos tem um progndstico

significativamente melhor do que aqueles com doenca disseminada.

Os sinais e sintomas da DLPT podem simular infec¢éo e ou rejeicdo ao 6rgao
transplantado e em transplante de medula 6ssea o comprometimento sistémico é a
regra, podendo sugerir doenca do enxerto contra hospedeiro (DECH). Por vezes, a
Unica manifestacdo de envolvimento medular pode ser citopenia isolada sem causa

aparente Y,

1.3 Fisiopatologia

O EBV é um “gama herpes virus” de DNA que demonstra tropismo in vivo por
células linfoides e epiteliais. A infeccdo pelo EBV € comum, 50% das criancas é
soropositiva aos 5 anos de idade e 90% dos individuos geralmente o sdo na idade
adulta. Tipicamente, ocorre infeccdo primaria assintomatica na infancia, seguida de
infeccdo persistente (latente) caracterizada por expresséo viral restrita que, sob
determinadas condi¢cdes, pode modificar para a forma replicativa gerando a
produco e liberacdo de novos virions infectantes ??. O EBV tem a habilidade de

transformar e imortalizar os linfocitos B, que por este motivo adquirem a capacidade
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de proliferacéo descontrolada *®. Apés a infeccdo litica primaria, o genoma viral é
integrado ao linfécito B latente, promovendo o aparecimento de linfoblastos, nos
quais o genoma viral € integrado sob a forma de episoma, alguns destes linfoblastos
diferenciando-se em células B de memodria, o que mantem a infeccdo permanente no

hospedeiro ¥

. Em receptores de transplantes, os imunossupressores limitam as
fungbes imunes incluindo a atividade da célula T citotoxica, contribuindo assim para

a linfoproliferacdo desenfreada > 29,

O EBV é o agente causador da mononucleose infecciosa e esta também
reconhecidamente implicado na patogénese das neoplasias primarias linfoides e
epiteliais. Esta fortemente associado ao linfoma de Burkitt, bem como ao carcinoma
indiferenciado de nasofaringe. Mais recentemente, tem sido vinculado ao Linfoma de
Hogdkin, linfomas T periféricos, carcinoma indiferenciado de glandula salivar e
alguns carcinomas gastricos. E considerado o fator causal mais importante na
patogénese da DLPT, podendo ser detectado em até 90% das células linfomatosas

dos pacientes acometidos @7

1.4 Diagnéstico

A DLPT frequentemente se apresenta com sintomas inespecificos. A historia
clinica e o exame fisico acompanhados de exames de imagem, tais como tomografia
computadorizada e/ou endoscopia, eventualmente necessarias, sao fundamentais
para o diagnodstico imediato. O Positron emission tomography — computed
tomography (PET-CT) se mostrou superior aos metodos convencionais de
visualizagdo. De qualquer forma, o diagnostico final devera sempre ser baseado no

exame histopatologico.

A avaliacdo e monitorizacdo da carga viral de EBV é necessaria para a
identificacdo precoce dos pacientes de alto risco. A CV-EBV aumentada,
isoladamente, ndo é preditiva de DLPT, uma vez que pode significar uma resposta
celular imune especifica ao EBV. Os niveis limitrofes da carga viral de EBV (CV-
EBV) ndo estdo bem estabelecidos e a monitorizacdo seriada demonstrando a
dindmica da elevagcéao do numero de copias de DNA-EBV é uma abordagem util para

orientar a reducéo da IS e/ou a utilizag&o de terapia celular com ou sem o Rituximab.
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A Imunoistoquimica e métodos moleculares, incluindo a hibridizacdo in situ nos
tecidos examinados, detectam as particulas de EBV; ja os anticorpos anti
membrana-EBV latente (LMP1) e EBNA 2 podem ser pesquisados em blocos de

parafina ou em tecido tumoral congelado.

1.4.1 Histopatologia

Em 2008 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou a classificacao
atualizada da DLPT, que foi dividida em quatro categorias baseadas em critérios

morfolégicos, imunofenotipicos e genético moleculares ®® (Tabela 1).

1.4.1.1 Lesdes precoces

Incluem a hiperplasia plasmocitica (HP) e DLPT semelhante & mononucleose
infecciosa. Ocorrem precocemente em relacdo ao transplante ®®. Na HP a
arquitetura do linfonodo esta preservada enquanto que numerosos plasmécitos e
imunoblastos (que sdo na maioria EBV positivos) estdo presentes na regido
interfolicular. Na DLPT semelhante a mononucleose infecciosa, a arquitetura do
linfonodo esta parcialmente preservada, ocorre expansao paracortical por
numerosos imunoblastos, muitos dos quais transformados pelo EBV, entremeados
por células T e plasmacitos; alguns exibem populacdo clonal ou oligoclonal reduzida.
A atipia celular € minima. O genoma viral é tipicamente policlonal, ocasionalmente

monoclonal .

1.4.1.2 DLPT Polimérfica

As lesbes polimérficas mostram apagamento da arquitetura nodal ou uma
lesdo destrutiva extranodal; sdo compostas por uma variada populacdo de células,
desde linfécitos pequenos ou médios a plasmacitos e imunoblastos. A atipia celular
€ variavel, com imunoblastos atipicos e células semelhantes as de Reed-Sternberg

(). Necrose, alto indice de mitoses e EBV s&o identificados na maior parte das
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lesdes. E a forma mais frequente em criangas e é tipicamente relacionada a infecgéo
priméria por EBV. S&o frequentemente monoclonais e uma pequena proporgcao

(15%) revela anormalidades citogenéticas clonais ¢,

1.4.1.3 DLPT Monom©drfica

E subdividida em neoplasias de células B e células T baseada na
classificacédo atual dos linfomas ndo Hodgkin pela OMS. Linfomas indolentes como o
Linfoma Folicular e linfoma MALT (Mucosa-associated lymphoid tissue) sao
excluidos da classificacdo da DLPT. A DLPT de células B é a forma mais
frequentemente encontrada, é classificada em linfoma B difuso de grandes células
(LBDGC), linfoma de Burkitt, Mieloma de células plasmaticas, lesdes semelhantes
ao Plasmacitoma e outras neoplasias de células T/NK, incluindo linfoma T periférico
(NOS), linfoma hepatoesplénico e outros. Lesbes monomorficas sdo compostas de
uma populacdo uniforme de células neoplasicas. A maioria das DLPT-B
monomaorficas tem genoma de EBV e rearranjo de genes de imunoglobulinas. Djokic
et. al., (2006) demonstraram que 72% destas lesdes apresentam anormalidades
citogenéticas incluindo trissomia do 9 e do 11 ou ambas, perda do 17p e rearranjo
8024.1 (C-MYC)®?, As DLPT de células T usualmente contem rearranjos clonais de

receptores de células T.

1.4.1.4 Linfoma de Hodgkin

E uma forma rara de DLPT com achados histolégicos semelhantes ao
Linfoma de Hodgkin classico em imunocompetentes. O subtipo mais comum € a
celularidade mista; as células de Hodgkin exibem o fenétipo classico CD15+,
CD30+, PAX5+, CD3- e CD45- e praticamente todas sédo EBV positivas. Algumas
podem ser CD15 negativas, mas € necessario cautela em firmar o diagnostico nesta

eventualidade.
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A DLPT EBYV negativa (de células B, células T, linfoma de Hodgkin e Mieloma

plasmatico) tende a ocorrer tardiamente em relacdo ao transplante e é pouco

responsiva a reducao da IS, sendo necessario o uso de quimioterapia convencional,

as remissfes sdo raras e as recidivas frequentes. A DLPT — L. Hodgkin constitui

uma excecao e embora a toxicidade seja elevada e as respostas menos frequentes

quando comparada aos imunocompetentes, a quimioterapia convencional € uma

alternativa para a cura destes pacientes @

Tabela 1 — Classificacdo DLPT - OMS (2008)

Categoria Morfologia Clonalidade
LesOes precoces Arquitetura intacta, Rara, pequena
* Hiperplasia linfécitos B pequenos populacao clonal ou
plasmocitica  policlonais mesclados oligoclonal pode estar
* Lesdes com imunoblastos T e presente

semelhantes a
mononucleos

e infecciosa
DLPT polimérfica

DLPT monoméorfica
Neoplasia de células B
DLBCL

Linforna de Burkitt
Mieloma de células
plasmaticas

Lesbes semelhantes a
plasmacitomas

Outros

Neoplasia de células T
Linfoma T periférico (NOS)

células plasmaticas
tipicamente EBV+

Arquitetura ndo
preservada, maturagao
linfoide (imunoblastos,
células plasmaticas,
linfécitos T;
frequentemente EBV+)
Arquitetura ndo
preservada preenche os
critérios da OMS para
neoplasia de células
plasmaticas ou LNH
(exceto os indolentes),
fendtipo dependente do
subtipo de LNH;

EBV+ variavel

Genes de Ig clonal
tipicamente encontrados
e células T n&o clonais

Células B clonais e/ou T
clonais presentes
virtualmente em todos os
casos.

— Adaptado de Gross, 2010 @
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A biopsia de todos os locais de comprometimento é idealmente necesséria
uma vez que, em se tratando de moléstia de amplo espectro de apresentacdo, a

concomitancia de diferentes formas de DLPT pode estar presente.

1.4.2 Carga Viral de EBV e Monitorizacao

A carga viral de EBV é definida como o nimero de copias de genomas de
EBV nas células mononucleares do sangue periférico e o método mais

frequentemente utilizado para aferi-la € o da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(31)

A monitorizacdo de rotina da CV-EBV € uma ferramenta valiosa na deteccao
da infecgdo por EBV e na estimativa do risco de desenvolver DLPT, possibilitando a
reducdo precoce da imunossupressdao e a escolha de medidas terapéuticas

apropriadas.

A monitorizacdo seriada da CV-EBV por PCR, desenvolvida e utilizada em
alguns servicos desde 1997, visa detectar a elevacao progressiva da carga viral e
consiste no método mais acurado para adaptar o tratamento a seguir. Deve ser
preferencialmente em sangue total, uma vez que a maior parte do EBV DNA esta

confinado as células circulantes ©2.

A afericdo da CV-EBV ¢ influenciada pelo status sorolégico no momento do
transplante. E mais elevada nos pacientes com DLPT que desenvolveram a infecg&o
primaria por EBV ap0s o transplante, quando comparados aos soropositivos pre-
transplante, nos quais cargas virais mais baixas sao frequentemente detectadas. Os
pacientes pediatricos, na maioria, soronegativos pré transplante, frequentemente
apresentam carga viral alta. Entretanto, as observagbOes aferidas de carga viral
elevada em pacientes assintomaticos, na infeccdo primaria sem DLPT e na

recuperacédo da DLPT, limitam a especificidade deste exame.

A carga viral de EBV cronicamente elevada, pés-transplante cardiaco, ndo €
uma condi¢cdo benigna e prenuncia o desenvolvimento de DLPT tardia de novo ou

recorrente, frequentemente de histologia agressiva, incluindo linfomas. Assim sendo,
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estes pacientes devem permanecer sob estreita vigilancia com um alto indice de
suspeicdo ©®¥. Estes achados ndo devem ser interpretados de maneira uniforme,
uma vez que no universo dos transplantes hepaticos a CV-EBV persistentemente
elevada ndo revelou a mesma tendéncia, bem como no transplante intestinal,
provavelmente devido aos diferentes graus de Imunossupressao necessarios nestas
trés condicdes ®%. Estes achados confirmam o baixo valor preditivo positivo da CV-
EBV cronicamente elevada e sugerem a participacdo de outros fatores na
patogénese da DLPT p6s TOS ©. O estudo de alteracdes moleculares tais como o
rearranjo de oncogenes ou o acumulo de mutagBes em supressores de tumor além
de outras anormalidades cromossémicas associados a CV-EBV, poderdo contribuir
na avaliacdo de risco de desenvolver DLPT apos TOS, permitindo orientar a
intervencao terapéutica a ser aplicada, exclusivamente nos pacientes de alto risco,

preservando assim aqueles de baixo risco, embora com CV-EBV elevada.

Por outro lado, o valor preditivo negativo da CV-EBV persistentemente
negativa foi de 100% no estudo de Green e colaboradores (2000), em transplante
intestinal. Nenhum paciente que manteve carga viral de EBV menor ou igual a 40
copias de genoma/10° linfécitos sangue periférico durante 6 meses desenvolveu

DLPT, possibilitando inclusive a reducéo da frequéncia da monitorizagdo ©®

Nos estudos de DLPT a mensuracdo da CV-EBV tem sido realizada em
linfécitos no sangue periférico ou no plasma, por métodos variados de PCR, com
unidades e limites de positividade diversos. A amplificagdo do genoma de EBV tem
utilizado uma ampla variedade de primers e genes alvo. Os resultados da deteccéo
sdo apresentados por micrograma de DNA, copias de genoma/ml de DNA e copias
de genoma/10° linfécitos periféricos. As definicdes de CV-EBV elevada, alta ou
positiva sdo arbitrariamente estabelecidas e variam entre os diferentes laboratorios.
Faz-se urgentemente necessaria a padronizagdo dos meétodos, da origem de
amostras e da definicdo dos niveis de risco para que os resultados possam ser
analisados comparativamente ©”. Esforcos no sentido de alcancar um consenso
uniformizando métodos e parametros vém sendo desenvolvidos e atualmente o corte
aceito para intervencéo terapéutica tem sido de 100 cépias de genoma/10° linfécitos

no sangue &7
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No estudo de Yang e cols (2000) os pacientes com DLPT ativa e em remisséo
apos QTC ou suspenséo da IS apresentaram correlacdo entre doenga em atividade
e CV-EBV, porém esta correlacdo ndo se manteve apds o uso de Anti CD20 ©V.
Leucdcitos infectados pelo EBV no sangue diferem das células tumorais da DLPT
em relacdo a sensibilidade ao Anti CD20: células infectadas pelo EBV reduzem
rapidamente em ndmero enquanto que a resposta das células tumorais € variavel.
Linfocitos infectados pelo EBV sdo células em estado latente que expressam um
conjunto restrito de antigenos virais, enquanto que as células tumorais proliferam
ativamente e expressam a totalidade dos antigenos de laténcia, sugerindo assim
que pertencem a compartimentos diversos. Neste estudo trés de cinco pacientes
que tiveram CV-EBV dramaticamente reduzida apos o uso de Anti CD20 néo

apresentaram melhora clinica e houve progressao da doenca.

1.5 Histoérico

Os primeiros casos de DLPT foram identificados em transplante renal em
1968 por Doak e colaboradores ©®®. Em 1962, Penn | e colaboradores reportaram
cinco casos de DLPT em transplante renal de doadores vivos, apenas um
sobrevivendo apés reducdo da IS e radioterapia 9. A terminologia DLPT foi
inicialmente introduzida em 1984 por Starzl e colaboradores ®® e, desde entdo, a
mortalidade que girava em torno de 50% a 70% “® vem progressivamente sendo
reduzida, principalmente com a incorporacdo precoce de novas modalidades

terapéuticas, tais como o Anti CD20 “Y.

1.6 Tratamento

Atualmente ndo existem resultados de estudos prospectivos randomizados
suficientes, que permitam concluir qual a melhor opcao terapéutica para DLPT na
infancia e adolescéncia. Varias abordagens tém sido utilizadas, porém o limitado
namero de pacientes, a heterogeneidade da doenca e a necessidade de tratamentos

personalizados ndo permitem estabelecer uma conduta padréo.
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Erradicar a doenca rapidamente e ndo aumentar o risco de rejeicdo aguda e
crbnica ao 6rgao transplantado, com um minimo de efeitos adversos, sdo desafios
no planejamento de estudos clinicos. Restaurar o sistema imune, controlar o EBV e

destruir a célula tumoral sdo os principais objetivos do tratamento.

1.6.1 Reducédo da imunossupressao

Restabelecer a imunidade do receptor através da reducdo ou suspensdo da
IS tem sido a abordagem inicial na quase totalidade dos estudos e a resposta
observada tem variado amplamente entre 20 a 73%, provavelmente devido ao uso
de diferentes imunossupressores e ao risco variavel de rejeicdo inerente aos

diversos 6rgéos transplantados “2.

Em pacientes com grande risco de rejeicdo ou naqueles em que o 6rgéo
transplantado é indispensavel a sobrevivéncia, somente € possivel reduzir a dose ou
descontinuar um dos imunossupressores utilizados. A resposta clinica é variavel e
dependente do tipo de DLPT. Lesdes precoces, especialmente em criangas,
usualmente regridem com a reducdo da IS, porém a maior parte das DLPT
monomorficas ndo responde satisfatoriamente e somente 50% das polimérficas o
fazem. A associacdo com o EBV confere uma maior probabilidade de resposta
comparada as EBV negativas; DHL elevada, estadio da doenca com multiplos
orgdos envolvidos inclusive faléncia do érgdo transplantado, além da presenca de
mutacdo no gene BCL 6 e DLPT de ocorréncia tardia, sdo considerados fatores

preditivos de ma resposta ¥

O tempo médio para a resposta a reducdo da imunossupresséo é de 3 a 4

semanas.

A reducao antecipada da imunossupressdo, guiada pelo monitoramento da
carga viral de EBV, pode determinar uma reducdo significativa da incidéncia de
DLPT através da reconstituicio do controle imunologico pelas células T @4,
Considerando-se transplantes hepaticos que empreguem Tacrolimus e

corticosteroides na IS, a reducéo da dose do primeiro, mantendo o nivel sérico em 3
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mg/mL, associada a suspensdo do corticosteroide é, na atualidade, a terapéutica
inicial para os pacientes com carga viral de EBV elevada ou DLPT “®),

1.6.2 Quimioterapia Citotoxica

Em pelo menos 50% dos pacientes com DLPT, especialmente linfomas
monomorficos e doenca extensa, a agressao com quimioterapia citotéxica (QTC) é
concebida “®. Em um estudo com 36 pacientes pediatricos que ndo responderam a
reducdo da IS foram utilizadas a ciclofosfamida e a prednisona em baixas doses
com 83% de resposta global “”. Entretanto, os pacientes transplantados com DLPT
quando submetidos a QTC, desenvolvem toxicidade hematoldgica grave,
provavelmente devido aos efeitos colaterais da imunossupresséo prolongada sobre
as funcdes renal e medular, além da maior susceptibilidade as infeccbes graves,
consequentes ao sistema imune deficiente. Esta opcao terapéutica é efetiva, porém
a excessiva toxicidade e mortalidade deveriam limitar sua utilizacdo precoce aos
pacientes que apresentam doenca tardia em relacdo ao transplante, tumores EBV
negativos e/ou doenca avancada e agressiva que necessitem de intervencao

imediata “®.

1.6.3 Anticorpos Monoclonais

Pelo exposto acima, os anticorpos monoclonais dirigidos aos antigenos B da
membrana celular, significativamente menos toxicos, se revelaram excelente opcéo
terapéutica ha DLPT CD20 positiva ™. O CD21, receptor usado pelo EBV para
penetrar no linfécito B e 0 CD24, um antigeno expresso na membrana de células de
linhagem B e de granulécitos foram os primeiros receptores alvo dos anticorpos
monoclonais. Em um estudo francés, 58 pacientes adultos que apresentaram DLPT
apos TOS (n=31) e transplante de medula 6ssea (n=27), receberam anti CD21 e anti
CD24 com resposta completa de 61% e sobrevida livre de doenca de 46%, em um
seguimento mediano de 61 meses “°. Porém, estes anticorpos ndo se encontram

mais disponiveis comercialmente e por serem de origem exclusivamente murino, foi
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aventada a hipétese de uma reducdo de sua eficicia por determinarem a producéo

de anticorpos antimurinos humanos ©%.

O Anti CD20 €& um anticorpo monoclonal quimérico murino/humano
geneticamente produzido, dirigido ao anticorpo CD20 presente em linfocitos B
normais e neoplasicos. Foi inicialmente aprovado em 1997 para o uso em adultos
imunocompetentes no tratamento de linfomas nao Hodgkin, foliculares e de baixo
grau de células B CD20 positivos, recidivados ou refratarios, aumentando
substancialmente os niveis de resposta e reduzindo a toxicidade associada ao
tratamento, quando comparado a terapéutica convencional Y. Na DLPT vem sendo
utilizado com seguranca e eficacia, isoladamente ou associado a QTC, tem reduzida
atividade imunossupressora e exerce potencial ativacdo do sistema imune “®. Em
1998, Fay e colaboradores reportaram o uso de Anti CD20 pela primeira vez em
Pediatria com boa evolucdo e resposta completa em um paciente com Doenca de
Fanconi submetido a um CTH néo relacionado compativel, que desenvolveu DLPT-
EBV positiva de células B apds 6 meses do procedimento ©?. O primeiro relato do
uso de Anti CD20 em DLPT pdés-TOS foi em 1999 por Cook et al que utilizou em 3
pacientes com linfoma difuso de grandes células B-DLPT apOs transplante de
pulmdo, com 2 RC e 1 auséncia de resposta “* 5. Em 2005, Oertel e cols, e
Choquet e cols, publicaram os primeiros estudos prospectivos em criangas e
adultos, que nao responderam a reducédo da IS, comprovando a tolerancia e eficacia

desta droga %59,

A resposta é variavel e pacientes que apresentam lesdes precoces como a
hiperplasia plasmocitica ou linfoproliferacdes polimérficas sdo os que mais se
beneficiam do uso desta droga ®?. Entretanto, em DLPT tardia foram obtidas
respostas parciais em dois de cinco pacientes e resposta completa em trés de cinco

pacientes quando utilizado em associagéo a cirurgia e radioterapia ®9),

O dominio murino Fab do Anti CD20 liga-se ao antigeno CD20, que € uma
proteina transmembrana, localizada na membrana tanto de linfécitos maduros como
neoplasicos. O mecanismo de citdlise dos linfocitos alvo inclui apoptose,
citotoxicidade complemento dependente e citotoxicidade celular anticorpo
dependente. Este parece ser o mecanismo das citopenias pos Anti CD20, uma vez

gue neutrofilos e plaquetas sdo CD 20 positivos. Foi observado um caso de
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neutropenia grau 4 com recuperacdo em 6 meses e ndo ocorreram episodios de
infecc@o acima do esperado para esta populagédo. Devido a deplecédo das células B
faz-se necessaria a dosagem peridodica da Imunoglobulina G que deve ser
administrada profilaticamente se niveis menores ou iguais a 400mg/dl. Os efeitos
colaterais aqui mencionados estdo relacionados a atividade hematolégica do Anti
CD20.

O antigeno CD20, alvo da atuacdo direta do anticorpo anti CD20 esta
envolvido, fisiologicamente, na regulacdo da conducédo do calcio transmembrana,
por vezes ocasionando hipocalcemia e intervindo na progressao do ciclo celular

durante a ativacao dos linfécitos B ®*® (Figura 1).

Rituximab

-
’
Cell-Mediated Cytotoxicity I Activation

Antibody-Dependent S Complement

Apoptosis
Figura 1 — Anti CD20 — Trés potenciais mecanismos de acdo: Apoptose, ativagdo do
complemento e citotoxicidade celular anticorpo dependente.

FONTE: Svoboda, 2006 “?,

O Anti CD20 é habitualmente administrado na dose de 375 mg/m%/semana x 4
por via intravenosa, lentamente. Ndo ha necessidade de ajuste de doses na vigéncia
de disfuncéo renal, pulmonar, hepatica ou cardiaca. Recomenda-se o0 uso de
acetaminofen e anti-histaminicos previamente a infusdo, com o objetivo de prevenir
eventual reagéo infusional a qual, quando ocorre, geralmente acontece na primeira
administracdo, nas subsequentes tendendo a ser menos intensa e até a ndo se

repetir 7.

Em um estudo prospectivo em adultos, o uso expandido (por mais de 4
doses) de Anti CD20 elevou a RC a 60,5% ©®. Em uma populacédo pediatrica de 14
pacientes refratarios a reducdo da IS, DLPT recidivada e concomitante rejeicdo ao

enxerto, este uso expandido foi utilizado prospectivamente, com 75% de RC ©9.
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Uma vez que o Anti CD20 aumentou a eficacia da QTC em linfomas difusos
de novo sua associacdo a outras modalidades terapéuticas aqui mencionadas, tais
como a reducdo da IS, cirurgia, radioterapia, QTC e terapia celular, sua eficiéncia
deve ser avaliada na DLPT, em estudos prospectivos randomizados de grande

incorporagao de pacientes.

Entre 70 a 80% das DLPT expressam o antigeno CD30 e terapias anti CD30
recentemente aprovadas como o Brentuximab Vedotin vem sendo estudadas em
DLPT CD30 EBV positivo ©?.

1.6.4 Cirurgia e Radioterapia

Em pacientes com doenca localizada, a resseccao cirargica completa quando

7

possivel, é considerada a mais efetiva e de menor morbidade das opcdes

terapéuticas, porém excepcionalmente factivel ©Y.

Em pacientes com
comprometimento multifocal esta modalidade foi eficiente em casos selecionados

com doenca nao volumosa.

A hipertrofia adenoamigdaliana € uma manifestacdo frequente de DLPT na
infancia. O tecido adenoamigdaliano funciona como um reservatorio para o EBV e a
proliferacdo viral desencadeia em 90% dos casos uma hiperplasia que pode variar
desde linfoproliferacdo semelhante a mononucleose até linfomas B agressivos ©2 A
tonsilectomia permite o alivio dos sintomas obstrutivos e prové material adequado
para 0 exame histopatolégico ©®. Esta manifestacdo clinica de DLPT foi mais
frequentemente observada em pacientes menores de um ano ©?. Lesdes intestinais,
que podem evoluir com perfuragdo apds a resposta ao tratamento também devem

ser ressecadas.

A radioterapia tem um papel limitado no tratamento da DLPT e tem sido
utilizada quando da necessidade de respostas locais rapidas, como nos casos de
obstrucdo de vias aéreas superiores por grandes massas tumorais ou compressao
de outras estruturas vitais. Também pode ser efetiva em alguns casos de DLPT do

Sistema Nervoso Central ©®.
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1.6.5 Antivirais

O papel dos antivirais, no tratamento da DLPT € controverso, uma vez que
raramente sdo utilizados sem a concomitancia de outras intervencdes (reducéo da
1IS) @. Noventa por cento das células infectadas pelo EBV sdo linfécitos B
transformados que ndo entram em replicacao litica e o aciclovir e o ganciclovir ndo
sao efetivos in vitro em células B latentes. Entretanto, teoricamente € possivel que o
ganciclovir previna entre 5 a 10% de células B afetadas de entrar em replicagéo litica

e produzir novos virions que poderiam infectar novos clones de células B.

A infeccdo por CMV é um fator de risco para o desenvolvimento da DLPT e é
independente da intensidade da IS. Criancas que sdo soronegativas no momento do
transplante e recebem o enxerto de um doador soropositivo para CMV tem grande
risco de desenvolver DLPT . Pelo exposto, os antivirais, podem ter atividade na
prevencao da DLPT.

Apesar dos resultados de estudos randomizados controlados sugerirem
minima contribuicdo da profilaxia com antivirais na reducéo da incidéncia de DLPT,
varios estudos ndo randomizados mostraram beneficio ®®. Para que a profilaxia com
antivirais tenha impacto significativo na DLPT induzida pelo EBV, faz-se necessaria
a sua utilizagdo anteriormente ou no momento da transmissédo do EBV do doador ao
receptor. A administracdo dos antivirais durante e por trés meses apés o uso do

anticorpo anti-linfocito pode reduzir a incidéncia de DLPT.

Neoplasias associadas a forma latente do EBV s@o resistentes a antivirais
analogos dos nucleosideos (Aciclovir e Ganciclovir) uma vez que a enzima alvo
destas drogas, a thimidina-kinase (TK), ndo estad expressa nesta fase. Entretanto
linfécitos B-EBV latentes, quando expostos a arginina butirato, in vitro, tem a sua
expressdo de EBV-TK aumentada, tornando-se sensiveis ao Ganciclovir. Em um
estudo de fasel/2, em adultos, a combinag&o arginina butirato e Ganciclovir foi bem
tolerada e demonstrou atividade biolégica significativa em neoplasias linfoides

refratarias associadas ao EBV ©7,

O Bortezomib, que também induz a ativacao para a fase litica do EBV é um
potencial candidato a ser associado ao Ganciclovir para o tratamento da DLPT

associada ao EBV, porém ainda em investigagéo .
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Estudos clinicos comparativos randomizados seriam necessarios para

comprovar a eficacia da associagdo destas drogas.

1.6.6 Imunoterapia

1.6.6.1 Interferon

O interferon a € um imunoestimulante inespecifico e tem propriedade antiviral.
Foi utilizado entre 1980 e 1990 em DLPT refrataria, porém tem como efeito colateral
a inducdo de rejeicdo ao enxerto e, diante da disponibilidade de novas opcdes

terapéuticas, sua utilizacédo foi abandonada.

1.6.6.2 Imunoglobulina intravenosa (IglV)

O linfécito T citotéxico exerce um papel fundamental no controle da infeccdo
por EBV, porém alguns estudos sugerem que 0s anticorpos estdo também
implicados no controle da rapida proliferacdo de células B infectadas pelo EBV. A
auséncia ou perda de anticorpos anti-EBV esta fortemente associada ao
desenvolvimento de DLPT em pacientes soro positivos para EBV pds TOS. Além
disto, a infec¢@o primaria por EBV no periodo poés transplante ndo desencadeia o
aparecimento de anticorpos anti-EBNA, induzindo a correlagdo entre a auséncia
deste e risco aumentado de DLPT. Observou-se uma redugédo da CV-EBV com o
aumento do nivel de anticorpos anti-EBNA, inclusive aqueles transferidos através de
transfusbes sanguineas reiterando que o0s anticorpos estdo, potencialmente,
envolvidos nos mecanismos de prote¢cdao a DLPT EBV positivas. Baseados nestas
observacgoes, varios centros de transplante em Pediatria incorporaram o uso de IglV
nos regimes preventivos, porém aguardando resultados de estudos prospectivos
randomizados que corroborem a incorporacéo definitiva desta alternativa terapéutica

na prevencao desta enfermidade ©®.
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1.6.6.3 Anticorpo anti-interleucina 6

A interleucina 6 (IL-6) tem sido descrita como um fator estimulador de
crescimento de células B infectadas pelo EBV. Por este motivo, um anticorpo
monoclonal anti-interleucina 6 foi testado em um estudo de fase I/ll com boa
tolerancia e resposta completa observada em aproximadamente 40% dos pacientes

refratarios a reducéo da IS. Seu uso potencial rotineiro ndo esta ainda, todavia,
referendado ©9).

1.6.7 Terapia Celular

1.6.7.1 Célula T EBV — Especifica

O equilibrio entre a proliferacdo de células B infectadas pelo EBV e a funcao
das CT-EBV especificas deve ser restaurado e mantido para a prevencdo e
tratamento da DLPT. O avanco dos estudos em genética molecular e a possibilidade
de utilizacdo da infusdo de células T citotoxicas EBV especificas derivadas do
receptor, cultivadas in vitro, oferece uma esperanca, para o tratamento desta
doenca, porém o custo elevado e o tempo de, aproximadamente, 2 a 3 meses
necessarios a geracao destas ceélulas, torna esta modalidade de tratamento pouco
disponivel em curto prazo . O receptor na faixa etaria pediatrica é, geralmente,
soro negativo, o que inviabiliza a utilizagdo desta técnica. Investigadores do Reino
Unido transpuseram esta dificuldade estabelecendo um banco de células T EBV
especificas congeladas de sangue periférico de doadores EBV positivos. Em um
estudo multicéntrico de fase 2, estas células alogénicas, HLA parcialmente
compativeis, foram infundidas em pacientes com DLPT refrataria a terapia
convencional e os autores observaram resposta global de 64% em 5 semanas e
sobrevida global de 52% em seis meses V. A necessidade de imunossupresséo em
TOS é, por vezes, permanente, 0 que prejudica a expansao e persisténcia das CT-
EBV especificas transferidas de um doador. Em modelos pré-clinicos, dois grupos
superaram esta dificuldade, gerando células T EBV especificas resistentes aos

inibidores do calcineurin (ciclosporina e tacrolimus) que, teoricamente, poderiam ser
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utilizadas concomitantemente a imunossupressdo em pacientes de alto risco para
DLPT (2 73),

Estas opcdes terapéuticas tém se mostrado promissoras e deverdo
permanecer em investigacao e o estabelecimento de uma conduta padrdo baseada
no monitoramento da carga viral de EBV e das células T EBV especificas pode

oferecer uma alternativa promissora ao manuseio da DLPT.
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2 OBJETIVOS

2.1 Verificar a resposta tumoral a administracdo de Anti CD20 em pacientes com

DLPT de células B, com expressao de CD20, pos transplante de 6rgéos.

2.2 Associar a neoplasia a eventual inclusdo gendémica de DNA/EBV na célula

neoplasica.
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3 METODOS

Este estudo foi aprovado inicialmente pela Comisséo de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
FMUSP em 27 de novembro de 2003, sob o titulo “Linfomas Ndo Hodgkin (LNH)
Associados ao Virus Epstein-Barr (EBV) em Criancas Transplantadas e/ou
Infectadas Pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1): Caracterizacdo de
expressdo Viral e Tratamento com o Emprego de anticorpos Anti CD20".
Posteriormente, pelas profundas diferencas clinicas existentes entre o grupo de pos-
transplantados e os portadores de HIV, embora tendo a deficiéncia imunoldgica
como base, estes ultimos foram excluidos. O projeto foi novamente submetido a
apreciacdo de CAPPesq com o novo titulo “Linfomas Nao Hodgkin (LNH)
Associados ao Virus Epstein-Barr (EBV) em Criancas Transplantadas:
Caracterizacao de expresséao Viral e Tratamento com o Emprego de anticorpos Anti

CD20”, sendo aprovado em 23 de janeiro de 2014.

3.1 Casuistica

Neste estudo retrospectivo, observacional e descritivo, foram analisados os
prontuarios de registro hospitalar de 23 pacientes com idade inferior a 18 anos que
foram admitidos na Unidade de Internacdo do Servico de Onco-Hematologia do
Instituto da Crianca (ICR) e Instituto do Tratamento do Cancer Infantil (ITACI) e que
desenvolveram DLPT CD20 positiva pos TOS, comprovada histologicamente, no
periodo de 08/03/1995 a 13/08/2011. Estes pacientes eram provenientes das
Unidades de Transplante do Instituto do Coracdo da Fundacdo Zerbini (sete
pacientes), da Unidade de Transplante Renal do Departamento de Clinica Médica da
FMUSP (cinco pacientes), da Unidade de Transplante Hepatico do Instituto da
Crianca do Hospital de Clinicas da FMUSP (dez pacientes) e do Servigco de
Transplante de Medula Ossea (TMO) da Universidade Federal do Parana (um
paciente). Todos transplantados entre 01/03/1993 e 01/09/2010. O tempo médio de
seguimento foi de 3,24 anos e a data limite desta andlise foi 18 de agosto de 2011.

O consentimento esclarecido foi obtido previamente ao levantamento dos dados.
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3.1.2 Critérios de Incluséo

Pacientes com até 18 anos completos.

Pacientes com diagnoéstico de Linfoma ndo Hodgkin de células B, com
expressao de CD20, poés transplante de 6rgaos solidos e ou transplante de Célula

Tronco Hematopoiética.

Auséncia de qualquer recurso terapéutico especifico associado, exceto

suspensao e ou diminui¢do da imunossupressao.

3.2 Diagnéstico de DLPT

Todos os pacientes foram avaliados clinica e laboratorialmente, o que
permitiu suspeitar de DLPT. Exames de imagem tais como tomografia
computadorizada do térax, abdémen e pelve, além de hemograma e bioquimica
sérica, foram parte da avaliacdo de rotina. A Biopsia tecidual por aspiracdo e ou
excisional de linfonodos aumentados e/ou visceromegalias foi realizada, bem como
biépsia e/ou aspiracdo de medula 6ssea. Tomografia computadorizada do cranio,
coleta de liquido cefalorraquidiano (LCR) para andlise citolégica e bioquimica,
broncoscopia e endoscopia digestiva foram efetuados quando indicados a critério

médico.
3.2.1 Anatomopatologia

Para o diagnostico da DLPT a biopsia tecidual € necessaria e o critério
morfoldgico utilizado para classifica-las foi o de Frizzera ¥ e Knowles ® e da OMS

revisada e atualizada em 2001 e 2008 . Coloracdo para imunoglobulinas e

citometria de fluxo foram realizadas sempre que possivel.

3.2.2 Detecc¢édo do genoma de EBV
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A anédlise de incorporagédo tumoral de EBV foi realizada de modo sisteméatico no
Laboratorio de Anatomia Patoldgica do Hospital das Clinicas da FMUSP. Nos vinte e
trés pacientes houve a detecgao viral por hibridizagcdo in situ cromogénica e da

proteina de laténcia viral LMP1 em seus blocos parafinados teciduais®.

3.3 Tratamento

Todos os pacientes foram tratados inicialmente com reducéo da IS, que foi
programada especificamente para cada caso conforme o tipo de transplante e IS
utilizada no momento do diagnostico de DLPT. Em geral consistia ha suspensao da
Azatioprina ou MMF e reducgao da ciclosporina, tacrolimus e prednisona.

Quimioterapia citotdxica especifica foi utilizada para os diferentes subtipos
histol6gicos quando a gravidade dos sintomas ndo permitia aguardar o periodo
necessario a observacdo de resposta a reducdo e ou suspensdo da IS e ainda
guando nao houvesse a disponibilidade do Anti CD20 para uso imediato. No Brasil o
Anti CD20 foi comercializado por volta dos anos 2000. Dezesseis pacientes
receberam Anti CD20 dos quais quatro transplantados de rim, quatro de coracgéo,
sete de figado e um pés TMO. Sete pacientes ndo receberam Anti CD20 dos quais

trés transplantados de coracgéo e quatro de figado.

Para os Linfomas de Burkitt as drogas utilizadas foram Vincristina,
Ciclofosfamida, corticosteroides, VM-26 e Aracytin (ARA C) e para os demais
subtipos de Linfomas Nao Hodgkin as drogas consistiram basicamente de
Vincristina, alta dose de Metotrexate, VM-26 e ARAC, Ciclofosfamida, administracéo
de QTC intratecal para prevencdo de doenca no sistema Nervoso Central e 6-

mercaptopurina (6MP).

O Unico paciente com Linfoma de Hodgkin transplantado de medula O0ssea
recebeu apenas Anti CD20 para tratamento da DLPT.

! Revisdo metodoldgica: A pesquisa do virus do Epstein-Barr (EBV) pela reacdo de hibridizacéo in
situ realizada no Nicleo de Patologia Quantitativa — Centro de Patologia — Instituto Adolfo Lutz.
Shirata NK; Kimura LM; Guerra JM; Paes RAP; Menezes Y; Alves VAF; Nonogaki S. BEPA,
9(107):18-22, 2012.
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Anti CD20, quando disponivel, foi utilizado no esquema habitual de
375mg/m?/dose semanal durante 4 semanas por via endovenosa precedido das
medidas preventivas para anafilaxia com Acetaminofen e anti-histaminico. As
reacoes alérgicas foram pouco frequentes e responsivas ao tratamento preconizado
com corticosteroides e reducdo da velocidade de infusdo. A imunoglobulina
intravenosa foi administrada profilaticamente sempre que 0s niveis se mostraram

inferiores a 400mg%. Disturbios metabdlicos expressivos néo foram verificados.

Reavaliacbes com exames de imagem e CV/EBV por PCR foram realizadas
em intervalos irregulares apos algumas etapas do tratamento e utilizadas como
parametros de resposta. Nenhum paciente foi submetido a FDG-PET (flior-deoxi-

2-glicose-positron emission tomography).

Resposta completa (RC) foi definida como o desaparecimento de qualquer

evidéncia de doenca e ndo surgimento de lesbes novas.

Resposta parcial (RP) definida como redugédo de 50% nas dimensfes das

lesBes detectadas ao diagndstico, além da auséncia de lesGes novas.

Doenca estavel (DE) menos de 25% de reducdo das lesbes tumorais na

auséncia de lesdes novas.

Doenca progressiva (DP) aumento de 25% nas dimensdes das lesbes e/ou

aparecimento de lesbes novas.

3.4 Andlise Estatistica

As variaveis estudadas foram: idade; sexo; tipo de transplante (hepatico,
cardiaco, renal, de medula éssea); tipo de doenca (monomorfica, polimérfica); uso
de Anti CD20 (sim, ndo) e DLPT (precoce, tardia).

Para os dados do estudo, inicialmente foi realizada uma andlise estatistica
descritiva para as variaveis continuas, apresentando-se a média, a mediana, o valor

minimo, o valor maximo, além do desvio-padrdo como medida de variabilidade
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absoluta. Para as variaveis categoricas sdo apresentados 0s respectivos

percentuais.

O tempo de sobrevida foi calculado considerando o intervalo de tempo desde
a entrada do paciente no estudo (data do diagnostico da doenca) até a ocorréncia do
Obito, censura ou o final do estudo. O tempo de sobrevida livie de eventos foi

considerado até a ocorréncia de recidiva.

O estimador de Kaplan-Meier foi utilizado para determinar a sobrevida
acumulada e a sobrevida livre de eventos em 1, 2 e 5 anos. O teste de log-rank foi

utilizado para comparacéo das curvas de sobrevida.

O nivel de significancia considerado foi de 5% e todas as analises foram
realizadas utilizando-se o software Statistica 9.1.
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4 RESULTADOS

Entre marco de 1995 e setembro de 2010 foram admitidos na Unidade de
internacdo do Servigco de Onco-Hematologia do ICR e posteriormente no ITACI, um
total de vinte e dois pacientes p6s-TOS e um p6s TMO com sinais e sintomas
sugestivos de DLPT, subsequentemente confirmados por exames histopatolégico e
imunoistoquimico, bem como avaliacao de carga viral de EBV por PCR. A média de
idade na ocasido do transplante era 5,79 anos e a mediana de 3,73 (Min: 0,2 — Max
16,53 — desvio padréo 5,16). Oito pacientes do sexo feminino (34,78%) e quinze do
sexo masculino (65,22%). Sete pacientes eram transplantados de coracéo (30,43%),
dez de figado (43,48%), cinco de rim (21,74%) e um de medula éssea (4,35%)(semi
ablativo). As adenopatias e /ou massas tumorais que representaram a queixa inicial
mais frequente, foram biopsiadas em 100% dos casos e a histopatologia revelou
doenca polimoérfica em 5 casos (21,74%) e monomorfica em 18 casos (78,26%).
Febre, alteracdo de enzimas hepdticas, pancitopenia, monoteste positivo e bidpsia
anormal do enxerto foram observadas. Nenhum paciente apresentou envolvimento
confirmado do 6rgéo transplantado por DLPT. As anormalidades observadas em
biépsias do enxerto, quando realizadas, foram sugestivas de rejeicdo aguda ou
cronica que, via de regra, foi tratada com pulsos de corticosteroide e/ou reintroducao

da IS com dose reduzida ou ainda substituicdo por outro imunossupressor.

Na avaliacdo inicial, a maior parte dos pacientes apresentou doenca

avancgada nodal e ou extranodal (estadios I, 11l ou IV de Murphy) (Tabela 2).



43

Tabela 2 — Estadiamento de Murphy para LNH

Estadio Descricéo

| Um dnico tumor extranodal ou uma Unica cadeia ganglionar, excluindo
mediastino e abdémen.

I Um Unico tumor extranodal com géanglios regionais acometidos, do mesmo
lado do diafragma.
- Duas ou mais cadeias ganglionares do mesmo lado do diafragma
- Duas areas extranodais com ou sem comprometimento ganglionar do
mesmo lado do diafragma
- Tumor gastrointestinal (em geral ileocecal) com ou sem ganglios
mesentéricos macroscopicamente ressecados.

1] Duas ou mais areas nodais de ambos os lados do diafragma
- Duas ou mais areas extranodais de ambos os lados do diafragma
- Tumores intratoraxicos (mediastino, pleura, timo)
- Tumores que acometerem difusamente o abdémen
- Tumores epidurais ou para espinhais independente do local primério

v Qualquer tumor que apresente comprometimento medular <25% e/ou com
acometimento de sistema nervoso central.

Fonte: Adaptado de Murphy "®.

Todos os pacientes expressavam CD20 e eram EBV positivos. Estudos de
clonalidade n&o foram procedidos nesta amostra. Os vinte e trés pacientes
estudados apresentaram a presenca da proteina de laténcia viral de EBV LMP1 na
célula tumoral detectada pelo método de imunoistoquimica em blocos de parafina

armazenados ao diagnéstico de DLPT.

O diagnoéstico da DLPT ocorreu em média 3,89 anos pos TOS (Mediana = 2,2
anos; Desvio-padrdo=4,01 anos; Minimo=0,08 anos; Maximo=13,11 anos). As
recidivas ocorreram uma vez em 1 paciente, duas vezes em 2 pacientes e mais

vezes em 1 paciente.

A Tabela 3 apresenta as principais caracteristicas dos 23 pacientes
analisados. A seguir serdo descritos conforme o tipo de transplante a que foram

submetidos.
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Intervalo
Caso Sexo Idade Doenga Tipo de Imunossupresséo Mamf,es.ta(;ao .DLPT. Estadio EBVno  desdeo Tratamento DLPT Usp_dg Resposta Uso de Recidiva Status atual
anos de base transplante clinica Histologia (Murphy) tumor transplante antivirais Ig IV
(anos)

1 F 0,3 VU Cardiaco C NP LNH MALT 1 Né&o 13,11 Anti CD20 2X Nao RC Sim V (64 m)
2 F 0,2 MV Cardiaco C LC LBurkitt | Sim 7,52 Anti CD20 4X+QTC ACV RC Sim V (34 m)
3 F 3,7 CD Cardiaco C+A SF+MO LBurkitt v NR 3,28 QTC Né&o RC Nao O (25 m)t
4 M 2,3 Ccv Cardiaco C+A MA+DP+MO LBurkitt+MO 1\ NR 4,17 QTC Néo RC Sim V (140 m)
5 M 2,9 CD Cardiaco T+A MA LBurkitt 11l Sim 2,43 Anti CD20 4X+QTC GCV RC Sim 1 V (12 m)
6 F 6,4 CD Cardiaco T+C+P LC LBurkitt-Like 11 Sim 10,88 Nenhum GCV NA Néo O (1 m)?
7 M 0,5 CD Cardiaco C NP DLP polimérfica 11} Sim 9,98 Anti CD20 4X GCV RC Sim 5 V (70 m)
8 M 1,0 AVB Hepatico T MA LNH B 11 Sim 6,95 Anti CD20 4X GCV RC Sim 2 V (37 m)
9 M 1,6 AVB Hepatico T+ CE HAd DLP polimérfica | Sim 0,23 RI GCV+ACV RC Nao V (84 m)
10 F 10,5 FHC Hepatico C+T MA LNH B 11 NR 1,12 Anti CD20 GVC RP Néo O (4 m)t
11 F 4,0 AVB Hepético T+CE LC DLP polimérfica | Sim 2,20 Anti CD20 4X ACV RC Sim 2 V (113 m)
12 M 1,4 CcC Hepatico T+C+CE LC DLP polimérfica 1 Sim 1,67 RI GCV+ACV DP Nao O (4m)?
13 M 3,7 AVB Hepatico T MA+O LBurkitt 1l Sim 6,89 Anti CD20+QTC ACV RC Nao V (111 m)
14 M 12,1 HF Hepatico C+CE LA LNH B Il Sim 0,22 Anti CD20 4X ACV RC Né&o V (12 m)
15 F 1,3 AVB Hepatico T HAmM LNHGC-B | Sim 0,25 Anti CD20 4X GCV RC Nao O (4 m)3
16 F 15,1 CAl Hepatico T+CE MA LBurkitt 1 Sim 6,50 RI Nao NA Néo O (2 m)?
17 M 1,3 AVB Hepatico T+ CE LC LNHGC-B 1 Sim 0,35 Anti CD20 4X ACV RC Sim V(9 m)
18 M 16,5 DH MO alo (SA) C + MMF E DLP | Sim 0,08 Anti CD20 4X VGCV RC Nao V (48 m)
19 M 6,5 SN Renal MMF + T + CE MA+LC LNHGC-B 11l Sim 0,61 Anti CD20 4X GCV+ACV RC Sim V (49 m)
20 M 8,2 HRB Renal MMF + T + CE LC LNHGC-B | Sim 0,46 Anti CD20 ACV RC Sim V (126 m)
21 M 12,3 SN Renal MMF + C + CE LC DLP polimérfica Il Sim 8,44 Anti CD20 ACV RP Sim O (16 m)?
22 M 11,5 MCR Renal MMF + T + CE MA LNHGC-B 11 Sim 0,95 Anti CD20 4X Nao RC Néo V (1 m)
23 M 9,9 NCB Renal MMF + C + CE LA LNHGC-B 1] Sim 1,12 QTC ACV RC Sim V (123 m)

VU, Ventriculo Gnico; MV, Miocardite viral; CD, Cardiopatia Dilatada; CV, Cardiopatia viral; AVB, Atresia de vias biliares; FHC, Fibrose hepatica congénita; CC, Cirrose criptogénica; HF, Hepatite Fulminante; CAl, Cirrose auto
imune; DH, Doenca de Hodgkin; SN, Sindrome Nefrética; HRB, Hipoplasia Renal Bilateral; MRC, Malformacéo renal congénita; NCB, Necrose cortical bilateral; SA, semiablativo; CE, corticosteréides; FK506, tacrolimus; C,

ciclosporina; MMF, micofenolatomofetila; A, azatioprina; P, pirimetamina; RC, remissdo completa; DE, doenca estavel; NA, ndo aplicavel; DP, doenca progressiva; RP, remissdo parcial; NP, Nédulos pulmonares; LC,

Linfonodos cervicais; SF, seios da face; MO, medula éssea; MA, massa abdominal; HAd, Hipertrofia de adendides; O, 6rbita; LA, linfonodos axilares; HAm, Hipertrofia de amigdalas; E, estomago; LNHGC-B, LNH grandes
células B; RI, reducdo imunossupressédo; QTC, quimioterapia citotéxica; ACV, aciclovir; GCV, ganciclovir; VGCV, valganciclovir; Rejei¢do ao transplante; 2DP; 3SEPSE.
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4.1 DLPT em Transplante Cardiaco

Dentre os sete pacientes submetidos a transplante cardiaco, 4 (57,14%) eram
do sexo masculino e as causas que determinaram a necessidade do mesmo foram

predominantemente cardiopatia congénita, miocardite viral e miocardiopatia dilatada.

A imunossupressédo utilizada previamente ao diagnostico de DLPT consistia
de azatioprina (AZT) + ciclosporina em dois pacientes, somente ciclosporina em 3
pacientes, tacrolimus+ pirimetamina + ciclosporina em 1 paciente, tacrolimus +

azatioprina em 1 paciente.

Quatro pacientes desenvolveram Linfoma de Burkitt e um Burkitt-like sendo
um deles com envolvimento de MO, um LNH, subtipo MALT — 1 e doenca

polimorfica.

Nenhum paciente apresentou doenca nos primeiros dois anos pos TOS,

considerada apresentacdo precoce, todos tiveram apresentacao tardia (> 2anos).

Todos os pacientes foram submetidos a reducdo da IS e um fez uso de

Aciclovir, trés de Ganciclovir e trés nao receberam antivirais.

No momento desta andlise cinco (71,43%) pacientes permaneciam em
seguimento e em RC, dentre os quais quatro (80%) que receberam Anti CD20. Dois
(28,53%) pacientes que foram a 6bito ndo haviam recebido Anti CD20.

4.2 DLPT em Transplante Hepatico

Dez pacientes, sendo 6 (60%) do sexo masculino, foram submetidos a
transplante hepatico entre 15/06/1995 a 12/05/2010, dos quais 6 (60%) em
consequéncia a atresia de vias biliares, 1 (10%) por fibrose hepatica congénita, 2

(20%) por cirrose criptogénica (1) e autoimune (1) e (1) (10%) hepatite fulminante.

A IS utilizada previamente ao diagnostico de DLPT constava de tacrolimus
isoladamente (4), tacrolimus associado a corticosteroides (CE) (3); tacrolimus + CE
+ ciclosporina (1), ciclosporina e CE (1), Ciclosporina inicialmente (1) que

posteriormente passou a usar tacrolimus.
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A DLPT se manifestou com Linfoma de Burkitt em dois pacientes; LNH em
cinco e doenca polimdrfica em trés pacientes. Em seis pacientes a apresentacao foi
antes de dois anos pés TOS e em quatro dois anos apos o transplante. Todos foram
submetidos a reducéo da IS, 6 receberam Anti CD20, um paciente com LNH foi
submetido a QTC associada ao Anti CD20 e quatro nédo fizeram uso do Anti CD20,
Ganciclovir ou Aciclovir foram usados (exceto em um paciente) e um paciente que

apresentava amigdalite de repeticdo, foi submetido a amigdalectomia.

Quatro dentre os seis pacientes que usaram Anti CD20 apresentaram niveis
IgG< 400 mg% e receberam IgG intravenosa na dose de 400 mg/kg/dose, sempre

gue necessario.

Por ocasido desta analise 2 pacientes que nao utilizaram Anti CD20 haviam
evoluido para o 6bito. Dentre os 6 pacientes que utilizaram Anti CD20, um foi a 6bito
por rejeicdo crbnica confirmada por biopsia e sepse, e um por sepse isolada, 0s
outros quatro se encontravam em seguimento em RC. Um paciente com doenca
polimorfica foi submetido a reducdo IS isolada e obteve remissdo completa da

doenca.

4.3 DLPT em Transplante Renal

Cinco pacientes, todos do sexo masculino, foram submetidos a transplante
renal entre dezembro de 1995 (1 paciente) e os 4 demais entre os anos 2000 e
2010.

As doencas que motivaram o procedimento foram Sindrome Nefrética (SN)
(1), SN + IRC (1), Hipoplasia Renal Bilateral (1), malformagdo congénita renal (1),

necrose cortical bilateral (1)

A IS prévia ao diagnostico de DLPT constava de MMF + tacrolimus + CE em

trés pacientes, MMF + Ciclosporina + CE (2)

A DLPT se manifestou como LNH de grandes células em quatro pacientes e
um LNH de caracterizacdo morfolégica ndo definida e todos apresentavam

positividade para EBV no tumor.
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Doencga antes de dois anos: 4 pacientes
Doenca apos dois anos: 1 paciente

Os cinco pacientes foram submetidos a reducdo da IS, quatro (80%)
receberam Anti CD20 e um (20%) QTC e todos utilizaram antivirais: quatro utilizaram
Aciclovir e um Aciclovir + Ganciclovir. Os quatro pacientes que usaram Anti CD20
apresentaram dosagem de IgG menor que 400 mg% e receberam IgG IV profilatica,

sempre que necessario.

Por ocasido desta analise, quatro pacientes (80%) se encontravam em
seguimento com resposta completa, um deles ainda em tratamento e um paciente,
transplantado em 1995, que recebeu Anti CD20, evoluiu para Obito por sepse sem

foco aparente ou microrganismo isolado, somente Parvovirose e EBV.

4.4 DLPT em Transplante de Medula Ossea

Um paciente do sexo masculino com dezesseis anos foi submetido a
transplante alogénico semi ablativo de medula éssea em 14/07/2007 por recidiva de
doenca de Hodgkin p6s TMO autélogo. A doenca foi de aparecimento precoce, um
més apds o procedimento na forma monomoérfica (LH) e EBV positiva no tumor. A IS
utilizada consistiu de MMF e ciclosporina.

Recebeu Anti CD20 nas doses e intervalos habituais e Ganciclovir + Aciclovir
com boa resposta e no momento desta analise se apresentava em remissao

completa.

4.5 Uso do Anti CD20

Na tabela 4 foram analisados os pacientes que usaram ou ndo usaram Anti

CD20 para doenca monomoérfica ou polimorfica.
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Tabela 3 - Cruzamento das variaveis: Anti CD20 e tipo histolégico de DLPT
(Monomorfica ou Polimorfica)

Variaveis Tipo de doencga
Anti CD20 Monombérfica Polimérfica
Usou 13 3
N&o usou 5 2
Total 18 5

4.6 Carga Viral de EBV

Dentre os dezesseis pacientes que fizeram uso de Anti CD20, quatorze
(87,50%) tiveram a deteccdo ou dosagem sanguinea da CV-EBV por PCR
qualitativo ou quantitativo ao diagndéstico, no decorrer da doen¢a e no seguimento
apos a alteracdo da IS, uso do Anti CD20 isoladamente ou associado a QTC e
antivirais. As amostras foram coletadas do sangue periférico e ndo obedeceram a
intervalos regulares previamente estabelecidos, porém, via de regra, revelaram a
deteccdo ou elevacdo da carga viral ao diagnéstico da DLPT, acompanharam a
resposta clinica as medidas terapéuticas, além de orientar na reintroducéo da IS e
na ocorréncia de recidivas. Um paciente teve a deteccdo do EBV por sorologia e
FISH do tumor. Dentre os sete pacientes que nédo receberam Anti CD20, em
trés, embora ndo houvesse a deteccdo da CV-EBV no sangue, a hibridizacao in situ
cromogénica para EBV no tumor revelou a presenca da particula viral e outros
quatro pacientes que também nao receberam Anti CD20 foram monitorados com
CV-EBYV de forma irregular e quando detectadas, os niveis se mostraram elevados
ao diagnostico e reduziram apos as medidas terapéuticas instituidas em dois
pacientes. Entre dois pacientes que apresentaram PCR positiva ao diagnostico, um
evoluiu para o obito em 10 dias por insuficiéncia respiratoria sem segunda coleta e 0
outro respondeu ao uso de QTC, porém nao teve documentacdo da reducédo da

carga viral.
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A SG para a populacao total dos pacientes foi de 76,92% em um ano e
65,47% em 5 anos (Figura 2).
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Onze (47,83%) pacientes apresentaram DLPT durante os primeiros dois anos

pés TOS, considerada precoce e doze (52,17%) pacientes apos este periodo com

SG em dois anos de 68,42% e 60,57% respectivamente, ndo tendo sido observado

diferenca estatistica significativa (Figura 3).
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Figura 3 — Sobrevida Global dos pacientes com apresentagdo tardia ou precoce.
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A SG em dois anos para a doenca monomorfica foi de 62,25% e de 75% para

a polimérfica (Figura 4).
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Figura 4 — Sobrevida Global dos pacientes estudados com doenga monomdrfica e polimorfica.

Dentre os dezesseis pacientes que receberam Anti CD20, quatorze obtiveram

resposta entre completa e parcial, perfazendo uma SG de 81,45% em dois anos,

dois foram a 6bito, um consequente a rejeicdo e outro a sepse (Figura 5). Existe

diferenca significativa (teste log rank: p=0,02) na sobrevida global quando se

compara 0 grupo que usou com o que néo usou Anti CD20.
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A Curva de sobrevida global dos pacientes que fizeram uso exclusivo de Anti
CD20 (Figura 6). A probabilidade de sobrevida em 1,3 anos ou mais foi de 71,59%
(erro-padréo=13,96%).
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Figura 6 — Sobrevida Global dos pacientes que fizeram uso exclusivo de Anti CD20

A Curva de SG comparando 0s pacientes que usaram e 0S que ndo usaram o
Anti CD20, considerando apenas doenca monomorfica, foi de 77,92% e 33,33%
respectivamente, em 2 anos (Figura 7).

Observa-se diferenca estatistica significativa quando se compara 0s grupos

pelo teste de log-rank (p=0,04).

o Completo + Censurado

1,0 l
0,9 +—

o
0,8

0,7

0,6
[ S ‘
0,4

0,3

Probabilidade cumulativa de sobrevida

0,2

0,1 — Usou Anti CD20
--- N&o usou Anti CD20

0,0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tempo de sobrevida (anos)

Figura 7 — Sobrevida Global dos pacientes com doengca monomérfica que usaram ou ndo Anti CD20



52

Em relacdo ao uso de Anti CD20 dos 11 pacientes que apresentaram doenca
precoce 7 (63,64%) receberam a droga e dentre os 12 com doenca tardia, 8
(66,67%) fizeram uso do mesmo. Comparando as curvas de sobrevida ndo é
possivel detectar diferenca significativa (log-rank teste) (p=0,65) devido ao tamanho
reduzido da amostra. Assim sendo, observa-se que h& uma tendéncia de maior
sobrevida em dois anos ou mais (85,5%) na doenca tardia em relacdo a doenca
precoce, porém seria necessaria uma amostra maior para evidenciar

estatisticamente (Figura 8).
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Figura 8 — Sobrevida Global dos pacientes com doenca tardia ou precoce que receberam Anti CD20

4.8 Sobrevida Livre de Eventos (SLE)

O sucesso do tratamento da DLPT requer ndo s6 a remissao completa da
doenca, como também a prevencdo da rejeicdo aguda ou crbnica ao 0rgao
transplantado. Por este motivo a SLE definida por ndo ocorréncia de morte, perda do
enxerto e/ou recidiva da doenca deve ser cuidadosamente avaliada.

A SLE em seis meses foi de 67,51%, em um ano de 57,87% e em cinco anos
de 46,76% (Figura 9).
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A SLE, em 2 anos, foi 68,42% e 31,82%, para 0S pacientes com

apresentacao precoce e tardia respectivamente (Figura 10).
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Figura 10 — Sobrevida Livre de eventos dos pacientes com apresentacao tardia ou precoce.
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A SLE em 2 anos para quem recebeu Anti CD20 foi 53,27%% e, para quem

nao recebeu, foi 37,5% (Figura 11).
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Figura 11 — Sobrevida Livre de eventos dos pacientes que receberam ou ndo Anti CD20

A SLE para doenca monomorfica e polimorfica foi de 51,56% e 25%,

respectivamente (Figura 12).

Figura 12 — Sobrevida Livre de Eventos dos pacientes com doengca monomorfica e polimaérfica.
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As curvas de SLE para quem recebeu ou ndo recebeu Anti CD20 considerando

apenas doenca Monomorfica, sendo 62,54% e 33,33%, respectivamente, em 2 anos.

N&o se observou diferenca estatistica e significativa quando se compara 0s grupos

(Figura 13).
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Figura 13 — Sobrevida Livre de eventos dos pacientes que receberam ou ndo Anti CD20.

Curva de sobrevida livre de eventos dos pacientes que fizeram uso exclusivo
de Anti CD20 onde a probabilidade de sobrevida em 1,3 anos foi de 43,63% (erro-
padréo=15,47%) (Figura 14).
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Figura 14 — Sobrevida Livre de eventos dos pacientes que fizeram uso exclusivo de Anti CD20.
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5 DISCUSSAO

Varios estudos retrospectivos e alguns prospectivos tém demonstrado que o
Anti CD20 é efetivo na DLPT CD20 positiva, podendo oferecer RC e potencial cura.
Comparado a QTC mostra uma taxa de resposta semelhante, porém significativa
reducao de toxicidade e mortalidade associada ao tratamento.

O objetivo principal deste estudo consistiu em investigar a aplicabilidade e a
eficacia desta droga em pacientes pediatricos com DLPT de células B CD20 positiva

pos transplante de érgaos solidos ou medula 6ssea.

A tolerancia a droga foi excelente, os efeitos colaterais foram raros e
observados apenas nos primeiros pacientes, que apresentaram febre e ou calafrios
responsivos ao uso de paracetamol e ou difenidramina. N&do foram observados
sindrome de lise tumoral e ou neutropenia em nenhum paciente. Células
plasmocitarias ndo sdo CD20 positivas e teoricamente a reducéo de imunoglobulinas
nao deveria ser esperada, no entanto, a severa deplecdo de células B pode
acarretar hipogamaglobulinemias e deficiéncias de IgG e IgM tem sido descritas.
Dentre os dezesseis pacientes que receberam Anti CD20, treze desenvolveram 1gG
< 400 mg% e receberam infusdo profilatica desta imunoglobulina e apenas um
paciente é cronicamente dependente de suplementacédo (houve um oObito por sepse,
trés semanas apds a infusdo da quarta dose de Anti CD20). A hipocalcemia
considerada um efeito colateral de menor relevancia nao foi observada neste estudo.
Dentre os dezesseis pacientes que usaram Anti CD20, treze obtiveram resposta
entre completa e parcial, perfazendo uma SG de 81,45 % em dois anos,dois foram a
Obito, um consequente a rejeicdo e outro a sepse. Dentre 0s sete pacientes que nao
usaram Anti CD20, trés obtiveram resposta e cinco (62,5%) evoluiram para oObito por
DLPT progressiva (2) e rejeicao e ou sepse (3). A SG em dois anos foi de 37,5%,

observando-se aqui diferenca estatistica significativa.

Treze pacientes receberam Anti CD20 isoladamente apds a suspensao da IS.
Seis haviam sido submetidos a transplante hepatico dos quais dois evoluiram para o
Obito por rejeicdo e sepse. Dois transplantados de coracdo e um transplantado de
medula O0ssea obtiveram boa resposta. Dentre quatro transplantados de rim, um

evoluiu para Obito por sepse. Estes resultados sugerem que o Anti CD20,
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independentemente do 6érgado transplantado e do tipo histolégico de DLPT, é uma
excelente opcéo terapéutica mesmo naqueles pacientes com doenca avancada,
tardia ou precoce e que tenham apresentado recidivas ap0s 0 uso anterior desta

droga.

O Anti CD20 pode ser considerado como a primeira alternativa de tratamento
na DLPT polimoérfica apos TOS refrataria a redugdo da IS e os resultados dos
estudos sugerem que sua utilizacdo na doenca monomorfica, apesar de ainda em

investigagdo, permanece entre as opgdes terapéuticas mais eficientes.

Dentre os treze pacientes com doenca monomorfica que usaram Anti CD20,
somente dois (16,67%) evoluiram para o Obito. Dentre cinco pacientes com doenca
polimorfica, trés fizeram uso de Anti CD20, dois obtiveram RC e um evoluiu para
Obito. Entre dois que néo receberam a droga, um foi a ébito. A abordagem inicial,
embora controversa, consiste na reducao da IS com ou sem Anti CD20 e a QTC tem

sido frequentemente utilizada nos pacientes com LNH difuso e Linfoma de Hodgkin.

A manifestacdo de DLPT com subtipo histolégico Linfoma de Burkitt (LB) é
considerada de mau progndstico e € reportada mais frequentemente apos
transplante cardiaco. Dentre os 6 pacientes (5LB e 1 Burkitt-like) desta casuistica
que apresentaram LB, quatro (66,67%) eram transplantados de coracdo e dois
(33,33%) de figado. Trés apresentaram RC e trés faleceram, um por doenca
progressiva e dois por rejeicao crénica. Torna-se relevante identificar esta neoplasia
desde o inicio dos sinais e sintomas, uma vez que se comporta agressivamente e,
de modo usual, ndo é afetada, por altera¢des na IS, requerendo a instituicdo de QTC
precocemente ", Os trés pacientes que obtiveram remissdo receberam QTC

isolada (1) e associada ao Anti CD20 (2).

A analise molecular destes tumores, incluindo Microarray permitird uma
melhor compreens&o sobre o comportamento bioldgico destas neoplasias ® e o
maior desafio sera definir, antes do tratamento, quem sdo 0s pacientes que
responderdo a reducdo do IS, evitando a utilizacdo inadequada desta modalidade

terapéutica em pacientes que nao responderao satisfatoriamente.

O risco de desenvolver DLPT € maior durante os primeiros trés anos pos

TOS, alcangando um pico em seis meses e diminuindo progressivamente, porém, na
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quase totalidade dos estudos ainda nao se observou incidéncia zero;
consequentemente é esperado que esse numero aumente na medida em que mais
criancas sobrevivam e por mais tempo. Seria crucial no seguimento desses
pacientes a verificacdo periodica dos indices de replicacdo do EBV. Este era o
desejo incluido no desenho basico deste programa, todavia, por razdes

operacionais, sua realiza¢do nao foi viavel.

Varias publicagbes descrevem o uso do Anti CD20 na DLPT precoce, porém
sua eficacia tem sido igualmente observada na doenca tardia. Dotti e colaboradores
apresentaram uma série de cinco pacientes com DLPT CD20 positiva, desenvolvida
em um periodo maior que dois anos apos o TOS, tratados com Anti CD20, cirurgia e
radioterapia, em que dois obtiveram resposta clinica parcial e trés respostas
completas ®®. Neste estudo, onze (47,83%) pacientes apresentaram DLPT durante
0s primeiros dois anos pos TOS, considerada precoce e doze (52,17%) pacientes
apos este periodo com SG em dois anos de 68,42% e 60, 57%, respectivamente ao

uso de Anti CD20, néo tendo sido observado diferenga estatistica significativa.

Estes resultados nos induzem a considerar o Anti CD20 como uma droga
efetiva no tratamento da DLPT p6s TOS. O desenho retrospectivo deste estudo e a
utilizacdo simultanea de varias medidas terapéuticas ndo permite detectar a

superioridade de uma conduta sobre as outras.

Ensaios clinicos prospectivos randomizados serdo necessarios para melhor

definicdo do papel desta droga no tratamento da doenga monomorfica.

A reducédo e/ou suspensao da IS combinada a estreita vigilancia do enxerto,
visando detectar precocemente a rejeicdo de rebote, € a estratégia inicial mais
apropriada na doenca polimorfica. Esta conduta permitiria a reconstituicéo parcial da
imunidade de células T, promovendo resposta imune Anti EBV e inclusive,
protegendo contra outras comorbidades, como o CMV. O momento propicio para a
reintroducédo da IS, idealmente, deveria ser guiado por técnicas de laboratério atuais,
que aliadas a CV-EBV, permitem a deteccéo de rejeicdo, mesmo antes da resolucao
completa da DLPT. A reducédo rapida da CV-EBV e a monitorizagdo da
reconstituicdo das células T EBV especificas por Enzyme-Linked Immuno
Spot (ELISPOT) e técnicas relacionadas, ainda limitada a laboratérios de pesquisa,

sdo propostas futuras ®.
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Neste estudo, apesar da sobrevida global (SG) em cinco anos de 65,47%,
sete pacientes (30,43%) evoluiram para o 6bito, sendo dois deles consequentes a
rejeicdo, reforcando que, tdo nociva quanto a DLPT progressiva é a rejeicdo ao
enxerto pos alteracdo da IS, que pode levar a perda do érgdo transplantado e,

eventualmente, do paciente.

Perspectivas futuras deverdo focar ndo s6 em terapias mais potentes, como
também em estratégias de protecdo ao enxerto. O maior desafio é definir antes do
tratamento, quem sdo 0s pacientes que responderdo a reducdo da IS, evitando
assim a utilizacdo inadequada, durante um periodo prolongado, desta modalidade
terapéutica. A andlise molecular destes tumores, incluindo Microarray, podera
permitir uma melhor compreensdo sobre o comportamento bioldégico destas

neoplasias.

Torna-se aqui complexo avaliar o papel dos imunossupressores na inducao
da DLPT, uma vez que, além da multiplicidade de combinacbes de drogas, o0s
pacientes desta casuistica ndo estavam vinculados a um protocolo pré estabelecido
e portanto, sujeitos as modificacbes do esquema de imunossupressado conforme a
resposta clinica e os beneficios apresentados pelas novas drogas que foram sendo
introduzidas no mercado no decorrer do estudo. Embora os anticorpos anti linfécito
T, como o OKT3, estejam associados a maior ocorréncia de DLPT, este aspecto ndo
foi aqui avaliado devido a grande variabilidade de agentes indutérios utilizados nos

diferentes transplantes.

A detecgédo do genoma de EBV na forma latente em tecidos tumorais atraves
da hibridizacéo in situ (HIS) € considerada problemética, uma vez que a infeccéo
latente estd associada a um numero reduzido de cépias de genoma viral além da
expressao limitada de RNA. A excecédo a esta regra de expresséo limitada de RNA
sé@o os transcritos de EBER (Epstein Barr Early RNAsS) que estdo presentes em
abundéancia, tem sua funcdo desconhecida, mas sua utilidade na deteccdo da
infeccdo na forma latente é bem estabelecida . A sensibilidade e especificidade
desta técnica tornam-na ideal para a deteccédo da forma latente de EBV em tecido
tumoral, porém faz-se necessario advertir que sua interpretacdo requer acurada
habilidade técnica, uma vez que pode se apresentar positiva em casos de rejeicdo

ao enxerto, particularmente na rejeicdo aguda, rica em células plasméticas (80),



60

No presente estudo a técnica utilizada para a deteccdo da proteina de laténcia
viral LMP1 nos vinte e trés pacientes foi a imunoistoquimica. A LMP1 parece ter
importante participacdo na transativacdo de uma ampla variedade de genes
celulares que podem estar envolvidos na transformacao das células B induzidas pelo
EBV .

Apesar desta série ser representativa do tema, especialmente quando
comparada as reportadas na literatura, o numero de pacientes incluido é
relativamente pequeno para permitir estudo estatistico visando, por exemplo,
caracterizar em analise multivariada a relevancia de um ou outro fator. Optamos,
desta forma, por ndo proceder esta analise, cientes de que, mesmo que fosse viavel,

sua representatividade bioldgica seria limitada.
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6 CONCLUSOES

As taxas de SG e SLE dos 23 pacientes estudados estdo de acordo com as
estimativas atuais de sobrevida de relatos internacionais da ultima década. A SG em
dois anos de 81,45% observada nos dezesseis pacientes que fizeram uso do Anti
CD20 quando comparada a SG de 37,5% dos sete pacientes que néo fizeram uso
do mesmo mostra diferenca estatistica significativa (teste log-rank: p=0,02)
sugerindo fortemente que o uso do Anti CD20 apds a reducao da IS em DLPT de
células B CD20 positiva p6s TOS é seguro e eficiente. Da mesma forma quando
utilizado nos treze pacientes com doenca monomorfica, a SG revelou diferenca
estatistica significativa quando comparada aos seis pacientes que nao receberam
esta droga. A curta duracao deste tratamento de toxicidade aceitavel em relacéo as
demais alternativas terapéuticas, a possibilidade de seu uso exclusivo, sua eficacia,
inclusive na doenca de histologia agressiva e associacao as demais alternativas de
tratamento na doenca refratéria, torna esta droga necessaria ao arsenal terapéutico

atualmente disponivel.

Em estudos futuros sera relevante determinar que tipo de DLPT devera ser
abordada inicialmente com reducdo da imunossupressédo (RI) isolada, Rl + Anti
CD20 ou RI + Anti CD20 + QTC, associados ou nao aos antivirais, além de outras
modalidades de tratamento, que estdo sendo desenvolvidas e testadas, dentre elas
a imunoterapia adotiva com células T citotoxicas especificas para células B

infectadas pelo EBV.

Aproximadamente 80% das DLPT estdo associadas ao EBV e em 90%
destas o genoma viral pode ser detectado na célula tumoral. Neste estudo todos os
vinte e trés pacientes tiveram a proteina de laténcia viral LMP1 detectada no tumor

pela técnica de imunoistoquimica corroborando esta associagao.

Esta casuistica podera contribuir, de forma pioneira em nosso meio, para o

planejamento de estudos clinicos prospectivos randomizados.

Finalizando portanto:



62

Conclusédo 1, correspondendo ao objetivo 1: o anticorpo Anti CD20 é
recurso eficiente e potencialmente passivel de uso isolado para o tratamento das
DLPT.

Concluséo 2, correspondendo ao objetivo 2: embora este estudo seja, de
fato, sugestivo de que a resposta terapéutica ao uso do Anti CD20 associe-se a
presenca do genoma viral (EBV) incorporado, a universalidade desta presenca na

série analisada ndo permite definitivamente esta associacao.
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