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RESUMO

Reis DGC. Analise do perfil da expressdo dos genes MYC, BCL2, LMO2,
MGMT, POU2F1, PDCD1 e BCL6 e suas respectivas proteinas em linfoma
primario de sistema nervoso central [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2019.

Introducdo: Linfoma primario de sistema nervoso central (LPSNC) é um
linfoma n&o-Hodgkin (LNH) extranodal com origem no SNC e a ele restrito,
incidéncia de 0,7/100.000 pessoas-ano e mediana de idade de 65 anos.
Apresenta comportamento biolégico agressivo, alta morbimortalidade,
sobrevida global em 5 anos de 30% e pior prognoéstico em relacéo ao linfoma
difuso de grandes células B (LDGCB) sistémico. O tratamento consiste em
quimioterapia de inducdo com altas doses de metotrexate, seguido de
consolidacdo, porém com alta taxa de recorréncia (50%) e refratariedade
(30%). Estudos genéticos tém permitido melhor compreensdo de sua
patogénese, como a hiperativacédo da via do NFkB e da via da sinalizacdo do
BCR; o papel do microambiente tumoral, entre outros. Estudos preliminares
com LPSNC e LDGCB indicam valor prognéstico favoravel da hiperexpressao
dos genes BCL6 e LMO2 e desfavoraveis nos casos de suprarregulacao dos
genes BCL2, MYC, MGMT, POU2F1 e PDCD1. Objetivo: Avaliar o impacto da
expresséo dos genes MYC, BCL2, LMO2, MGMT, POU2F1, PDCD1 e BCL6 e
suas respectivas proteinas em pacientes com LPSNC e suas correlacbes com
os desfechos clinicos de sobrevida global (SG) e sobrevida livre de progressao
(SLP). Métodos: Estudo de coorte retrospectiva, unicéntrico, n&o
intervencionista. Pacientes imunocompetentes com LPSNC histopatologia
LDGCB CD20+ foram incluidos, dados clinicos coletados e material
histopatolégico obtido. A expressdo génica foi analisada por RT-qPCR de
amostras fixadas e emblocadas em parafina; seus valores foram normatizados
pelo controle endégeno GUSB e transformados em variaveis categoricas para
posterior correlacdo com varidveis clinicas e de desfecho. Devido ao pequeno
tamanho amostral, apenas analises univariadas foram realizadas. Analise da
expressdo proteica dos genes selecionados também foi realizada.
Resultados: Trinta e cinco pacientes foram incluidos; a expressdo génica foi
avalidvel em 21 pacientes (60%). A mediana de tempo de seguimento foi de
41 meses. As medianas de SG, SLD e SLP foram de 42,6 meses, 59,2 meses
e 41 meses, respectivamente. Mediana de expressdo dos genes MYC, BCL2,
LMO2, MGMT, POU2F1, PDCD1 e BCL6 foram respectivamente 0,201; 0,564;
1,636; 0,000; 1,448; 0,000 e 2,716. Idade >60 anos, indice prognostico
International (IPl) modificado =2, performance status (PS) =3, expressdo de
MYC =20,201041, anti-BCL2 251%, auséncia de tratamento radioterapico,
refratariedade ao tratamento e progressédo de doenca (PD) apGs a primeira
linha de tratamento foram associados a pior SG (p <0,1). Idade >60 anos, IPI
modificado =22, PS =3 e auséncia de tratamento radioterapico estiveram
associados a pior SLD (p <0,1). ldade >60 anos, IPI modificado =2, P.S. 23,
auséncia de tratamento com radioterapia, expressdo de MYC 20,201041, anti-



BCL2 =251%, expressao génica de LMO2 <0,689232, expressdo génica de
MGMT =20,335666, refratariedade a primeira linha de tratamento e PD apés a
primeira linha de tratamento estiveram associados a pior SLP (p <0,1).
Expressao génica de MYC 20,201041, expresséao génica de PDCD1 >2,00938
estiveram associados a maior risco de recaida apos a primeira linha de
tratamento (p <0,1). Houve correlacdo moderada entre a expressao génica do
MYC (<0,201041 x =0,201041) e sua respectiva proteina (£50% x 251%),
(Kappa=0,596 e valor p=0,022) e entre a expressdo génica do BCL2 (<0,3516 x
>0,3516) e sua respectiva proteina (s50% x 251%), (Kappa=0,426 e valor
p=0,042). Conclusdo: Em analise univariada, expressdo de MYC 20,201041,
anti-BCL2 251%, expresséo génica de LMO2 <0,689232, expressao génica de
MGMT =20,335666 e expressdo génica de PDCD1 22,00938 estiveram
associados a prognosticos desfavoraveis.

Descritores: Linfoma ndo Hodgkin; Neoplasias Encefédlicas; Expressao
Génica; Biomarcadores; Estudos Retrospectivos; Estudos de Coortes; Imuno-
Histoquimica; Analise de Sobrevida.



ABSTRACT

Reis DGC. Gene expression and protein profiles of MYC, BCL2, LMO2, MGMT,
POU2F1, PDCD1, BCL6 in primary central nervous system lymphoma [tese].
Sé&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019.

Introduction: Primary central nervous system lymphoma (PCNSL) is a rare
extranodal NHL restricted to the CNS, with annual incidence of 0.7 per 100,000
people and mean age at diagnosis of 65 years old. It has an aggressive
biological behavior, with poor prognosis (overall survival at 5 years of 30%).
Treatment consists of induction immunochemotherapy with high-dose
methotrexate followed by consolidation regimen, with a high rate of relapsed
and refractory disease (50% and 30%, respectively). Tumorigenesis has been
associated with hyperactivation of NFkB pathway and BCR downstream
pathway; tumoral microenvironment, among others. Recent studies suggest that
hyperexpression of the genes BCL6 and LMO2 may be associated with better
prognosis and hyperexpression of the genes BCL2, MYC, MGMT, POU2F1 and
PDCD1 may be associated with worse prognosis in patients with PCNSL.
Objective: To measure the normalized gene expression of MYC, BCL2, LMO2,
MGMT, POU2F1, PDCD1 and BCL6 and its respective proteins in patients with
PCNSL and its correlation with clinical outcomes of overall survival (OS) and
progression-free survival (PFS). Methods: Retrospective cohort study.
Immunocompetent patients from a Brazilian single center with PCNSL and
confirmed histopathology DLBCL CD20+ were included, their clinical data and
archival histopathological material were retrieved. Gene expression (RT-qgPCR)
was performed and its values were normalized to internal control gene GUSB,
then categorized and correlated with clinical outcomes. Only univariate analysis
was performed due to small sample size. Results: Thirty-five patients were
included, gene expression was evaluable in 21 patients (60%). Median duration
of follow-up was 41 months. Median OS, DFS, PFS were, respectively, 42.6
months, 59.2 months and 41 months. Median expression of genes MYC, BCL2,
LMO2, MGMT, POU2F1, PDCD1 and BCL6 were, respectively, 0.201; 0.564;
1.636; 0.000; 1.448; 0.000 and 2.716. Age at diagnosis >60 years, modified
international prognosis index (IPI) =2, performance status (PS) =3, MYC
expression =20,201041, anti-BCL2 251%, absence of radiotherapical treatment,
refractoriness to treatment and disease progression after 15t line of treatment
were associated with worse OS (p <0,1). Age at diagnosis >60 years, modified
IPI 22, PS 23 and absence of radiotherapical treatment were associated with
worse DFS (p <0,1). Age >60 years, modified IPI 22, P.S. =3, absence of
radiotherapical treatment, MYC gene expression 20,201041, anti-BCL2 =251%,
LMO2 gene expression <0,689232, MGMT gene expression 20,335666,
refractoriness to treatment and progressive disease were associated with a
worse PFS (p <0,1). MYC gene expression 20,201041, PDCD1 gene
expression 22,00938 were associated with risk of disease relapse (p <0,1). A
moderate correlation was found between MYC gene expression (<0,201041 x
=0,201041) and its protein (£50% x 251%), (Kappa=0,596, p=0,022); and also



between BCL2 gene expression (<0,3516 x 20,3516) and its protein (<50% x
251%), (Kappa=0,426, p=0,042). Conclusion: In a univariate analysis, MYC
gene expression =20,201041, anti-BCL2 =251%, LMO2 gene expression
<0,689232, MGMT gene expression 20,335666 and PDCD1 gene expression
22,00938 were prognostic markers associated with unfavorable clinical
outcomes.

Descriptors: Lymphoma, Non-Hodgkin; Brain Neoplasms; Gene Expression;
Biomarkers; Retrospective Studies; Cohort Studies; Immunohistochemistry;
Survival Analysis.



1 INTRODUCAO

Os Linfomas n&o-Hodgkin (LNH) compreendem um grupo heterogéneo
de neoplasias de origem linfoide cuja etiologia é multifatorial 1. Correspondem a
4,3% de todos os canceres nos EUA, com aumento de incidéncia entre 1975 e
2015 (de 12 para 19,91/100.000 pessoas/ano) e Sobrevida Global (SG)
estimada em 5 anos de 74,1% 23. Os LNH podem ser de origem linfoide B, T e
natural killer (NK) 4. Para o Brasil, estimam-se 5.370 casos novos de LNH em
homens e 4.810 em mulheres para cada ano do biénio 2018-2019, com risco
estimado de 6bito de 2,8 a cada 100 mil habitantes ”.

Linfoma ndo-Hodgkin difuso de grandes células B (LDGCB) sistémico é
o subtipo de LNH mais frequente, o qual representa 40% de todos os LNH de
origem linfoide B e apresenta comportamento clinico agressivo bem como
incidéncia de mais de 25.000 casos/ano nos EUA. E uma doenca heterogénea
dos pontos de vista genético, morfolégico e imunofenotipico. Pode ser
classificado de acordo com a célula de origem e as caracteristicas moleculares
determinadas por técnicas de Perfil de Expressao Génica (PEG) em Células B
do Centro Germinativo (GCB) ou células B ativadas (ABC). Esta classificacdo
reflete o estagio de desenvolvimento da Célula B originalmente
comprometida®®. A célula de origem também pode ser classificada de acordo
com suas caracteristicas de expressao proteica por IHQ em GCB ou de néao-
GCB, em concordancia com o GEP em 86% 1°. Pacientes com LDGCB GCB e
ABC apresentam progndsticos distintos, com SG em 5 anos de 76% e 34%
respectivamente. No entanto, 50% dos pacientes ndo conseguem atingir
remissdo duradoura 11-14,

Linfoma primario de SNC é um LNH extranodal com origem no SNC e
restrito a este 6rgdo. O subtipo LDGCB é o mais frequente, entre 75% a 90%
dos casos >1° Qutros subtipos incluem o linfoma de célula T, linfoma de
Burkitt, linfoma linfoplasmocitico e linfoma da zona marginal. Neste texto, ao
descrevermos LPSNC, consideraremos apenas os linfomas de histopatologia

LDGCB CD20+ de individuos imunocompetentes. Trata-se de doenca rara,
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agressiva e de mau prognostico 6. Diferente do LDGCB sistémico, o LPSNC
tem origem em uma célula B em fase terminal de diferenciagdo, com
caracteristicas de ambas GCB e p6s-CG °©.

LPSNC corresponde a 2% dos tumores primarios do SNC, com mediana
de idade de 65 anos ao diagndstico. Anatomicamente se encontra limitado ao
encéfalo, olhos, medula espinhal e leptomeninges. Possui comportamento
biolégico mais agressivo e menor SG quando comparado ao LDGCB
sistémicol’. Sua incidéncia é de 0,7 caso por 100.000 pessoas/ano nos EUA 2,
porém nas ultimas décadas tem aumentado a uma taxa de 1,6% ao ano °.

Tratamento com intuito curativo ou paliativo é indicado de acordo com as
condicBes clinicas do paciente. Podem ser usados agentes isolados ou
combinados, associados ou ndo a radioterapia, assim como radioterapia
isolada e transplante de células tronco hematopoiéticas autdlogo (ASCT).
Devido a alta morbidade e pouco beneficio clinico, procedimentos cirirgicos
estdo limitados a bidpsia diagnéstica, geralmente estereotaxica. O tratamento
com quimioterapia € dificultado pela presenca da barreira hematoencefélica, o
que limita a penetracdo dos farmacos. O fato de a maioria dos pacientes ser
idosa, com maior prevaléncia de comorbidades, reduz a tolerancia ao
tratamento.

Tratamento de inducdo seguido de consolidacdo apresenta melhores
taxas de resposta global (TRG). A maior parte dos esquemas terapéuticos para
o LPSNC tem como base altas doses de metotrexato (HD-MTX), variando de
1g/m2 a 8 g/m? . O MTX pode ser associado ou nédo a outros farmacos, como
agentes alquilantes ou a radioterapia de cranio total. A resposta global (RG) ao
tratamento inicial € usualmente alta, porém as taxas de recidiva apés 2 anos
sdo muito altas. Cerca de 15% das recidivas ocorrem no mesmo local
anatdmico da lesao inicial priméaria e 85% ocorrem distantes do sitio primario,
mas dentro do SNC 20-22,

Com melhores técnicas diagnoOsticas e novas opcgles terapéuticas,
houve aumento da SG em 5 anos de 19,1% (1992-1994) para 30,1% (2004-
2006) nas ultimas décadas *°. Entretanto, as taxas de recidiva precoce ainda
sdo elevadas (20% a 30%) %3

Estudos genéticos tém evidenciado o papel da hiperativacdo da via do



NFkB na tumorigénese em decorréncia de mutacdes de genes da via de
sinalizacdo do receptor de células B (BCR). O microambiente por acéo
imunossupressora local pode interferir na progressdo e no crescimento
tumoral?4.

Ha caréncia de dados clinicos e moleculares na literatura médica
referente a esta doenca devido a sua raridade e a dificuldade de obtencdo de
material representativo. Estudos genéticos e moleculares podem auxiliar no
entendimento da tumorigénese, por meio da identificacdo de fatores de
progndstico, preditores de resposta, além de novos alvos terapéuticos.

Estudos preliminares com LPSNC e LDGCB descreveram progndstico
favoravel da hiperexpressdao dos genes BCL6 e LMO2, e desfavoraveis
relacionados a suprarregulacdo dos genes BCL2, MYC, MGMT, POU2F1 e
PDCD1.

O gene BCL2 é um proto-oncogene com papel na regulacdo da
apoptose, e sua hiperexpressdo estd associada a tumorigénese de
linfomas?>2°,

O gene MYC é um proto-oncogene associado a expressado de varios
outros genes envolvidos no controle do crescimento e da proliferagéo celular.
Esta associado a tumorigénese de certos tumores, incluindo o LDGCB. Sua
assinatura genética esta associada a genes envolvidos no metabolismo e
resisténcia aos agentes antifolatos, incluindo o metotrexate 2’.

O gene LMO2 atua na regulacdo de expressao de outros genes, pode
estar hiperregulado em LNH derivados do Centro Germinativo e € considerado
um indicador progndstico favoravel de LDGCB 28,

O gene MGMT codifica uma enzima reparadora de DNA silenciada por
meio da metilacdo da sua regido promotora. Sua hiperexpressdo de MGMT
parece estar associada a um pior prognostico, e a metilacdo de sua regido
promotora € um biomarcador de bom progndéstico em pacientes portadores de
glioma tratados com agentes alquilantes e um fator preditor de resposta ao
tratamento com temozolamida, a qual vem sendo estudada como opcéo
terapéutica no LPSNC 29,

O gene POU2F1 (OCT1) pode estar hiperexpresso em linfoma. Sua

presenca aumenta a suscetibilidade tumoral a irinotecano, paclitaxel, assim
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como o transporte intracelular de antraciclicos. Desta forma, sugere-se que
alteracdes de POU2F1 possam causar resisténcia das células tumorais aos
quimioterapicos 3031, No entanto, a hipexpressdo de POU2F1 esta elevada em
carcinomas epiteliais de estébmago, colon, pulméo, mas, nestes caso, esta
associado a um pior prognéstico 32,

O gene PDCD1 (PD1) pode estar hiperexpresso em 65% dos LPSNC,
juntamente com o PD-L1 e PD-L2 e possui papel na evasdo imune tumoral.
Estudos recentes tém demonstrado atividade do bloqueio de PD-1 com
nivolumbe em pacientes com LPSNC refratario ou com recaida 3334,

O gene BCL6 é considerado um gene supressor tumoral, que atua como
um repressor e um modulador transcricional. Quando hipermutado, translocado
e, consequentemente, inativado, pode associar-se a tumorigénese, inclusive no
LDGCB 2,



2 REVISAO DE LITERATURA

LPSNC é um subtipo de LNH extranodal que acomete o encéfalo,
leptomeninge, olho ou medula espinhal sem evidéncia de envolvimento
sistémico. Ao contrario do LDGCB sistémico, o LPSNC se desenvolve em
6rgdo desprovido de tecido linfoide 4. Pela classificacdo da Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) 636, critérios de exclusdo para definicido de LPSNC
incluem envolvimento de dura-mater, linfoma intravascular de grandes células
B e linfoma secundario 1337, Podem-se apresentar como lesdo intracraniana
solitaria ou mudltipla, periventricular e leptomeningea difusa, de medula ou
neurolinfomatose 63839, Os sitios primarios mais acometidos sdo o cérebro
(79,5%), medula espinhal (6,7%), meninges e nervos cranianos (2%) e outros
(11,8%) *°. No linfoma primario ocular, os achados mais frequentes incluem
infiltracdo vitrea e sub-retinianas, sendo o diagndstico estabelecido por
vitrectomia ou bidpsia coriorretiniana 4.

Os principais fatores de risco para desenvolvimento de LPSNC incluem
imunodeficiéncia primaria ou adquirida, sendo esta iatrogénica ou pela infec¢éo
pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) 341, Os sintomas incluem déficit
neurolégico focal (70%), alteracBes neuropsiquiatricas (43%) e aumento de
presséo intracraniana (PIC) (33%). Sintomas B s&o raros, e pacientes com
acometimento ocular podem apresentar dor ocular, visdo turva e escotomas
visuais. Acometimento secundario do liquido cefalorraquidiano (LCR) e ocular

ocorrem em 15-20% e 5-20% dos pacientes, respectivamente 3839,

2.1 Epidemiologia

LPSNC tem incidéncia entre 0,47 a 0,7 caso por 100.000 pessoas/ano,
corresponde a 2,2% de todos os tumores do SNC, 1% dos LNH, e a maioria
dos casos (90%) apresenta histopatologia LDGCB 16174245 No Brasil, o
Instituto Nacional de Cancer disponibiliza incidéncia de LNH e neoplasias
primarias de SNC (5,2/100.000 pessoas/ano e 5,6/100.000 pessoas/ano,



respectivamente), porém néo ha dados sobre incidéncia anual de LPSNC ”.

A maioria dos casos é esporadica, e sua incidéncia aumenta com a
idade, com mediana de idade ao diagnéstico de 65 anos e razao
homem/mulher de 1,2/1 a 1,7/1 5. A incidéncia anual em populagdo entre 30-
69 anos e >70 anos é de 0,08/100.000 e 4,32/100.000, respectivamente “6.
Usualmente, os pacientes apresentam indice de comorbidade de Charlson-
Deyo de 0 (65,9%) e auséncia de sintomas B (79,6%) 172247,

Apesar da baixa incidéncia de LPSNC em pacientes imunocompetentes,
dados do SEER demonstram aumento de sua incidéncia (1,6% ao ano) em
populacdo > 65 anos entre 1992 e 2011 1°. A realizacdo mais frequente de
exames imagenolégicos de SNC e o aumento de uso de medicamentos
imunossupressores em populacdo idosa poderiam justificar o aumento da

incidéncia observado nas ultimas décadas 4849,

2.2 Diagnostico

2.2.1 Biopsia/Liquor

O diagnéstico geralmente é estabelecido por andlise histopatolégica e
IHQ de bidpsia estereotaxica. Biopsia esterotaxica permite diagndstico
histopatolégico entre 80% e 99% dos pacientes, porém a quantidade de
material obtido, de trés a dez fragmentos medindo entre 5 e 10 mm de
comprimento por 1 mm de espessura, muitas vezes é insuficiente para realizar
todos os procedimentos anatomo-patoldgicos e moleculares °°.

O diagnéstico também pode ser realizado por andlise de LCR ou
aspirado vitreo em pacientes com acometimento ocular quando hé restricao de
acesso ao tumor ?2. A andlise liquérica deve ser preferencialmente realizada
por citometria de fluxo e citologia oncética. A presenca de acometimento
extraneural exclui o diagnéstico de LPSNC, sendo recomendada investigacao
ativa por meio de exames de imagem por tomografia com emisséo de pdésitron
com 18-fluorodeoxiglicose (18-FDG-PETC/CT) de corpo inteiro ou tomografia
computadorizada (TC) de pescoco, torax, abddomen e pélvis. A bidpsia de

medula dssea unilateral é recomendada para 0s casos que ndo sao estadiados



com 18-FDG-PETC/CT. Para o estadiamento, recomendam-se também
hemograma completo, perfil metabdlico, dosagem de DHL e sorologia para
HIV>L,

A histologia, o LPSNC ¢ caracterizado por agrupamentos de
centroblastos ou imunoblastos no espaco perivascular, com linfocitos
reacionais, macréfagos e células microgliais entre as células tumorais 5652, Na
maioria dos casos, as células malignas expressam antigenos de células B,
como CD79b, CD19, CD20 e CD22. A auséncia de imunoexpressao para
CD2138 corrobora os achados morfologicos centroblasticos sem caracteristicas
plasmociticas °3.

Héa dois padrbes de disseminacédo tumoral: o primeiro corresponde ao
padrdo de crescimento angiotropico, com células neoplasicas que
aparentemente migram pelo espaco perivascular ou espaco de Virchow-Robin.
Nestes casos, interfere na barreira hematoencefalica e eventualmente permite
a captacao de contraste na RNM. O segundo padréo é o de invasédo ao longo
das raizes nervosas através da substancia branca do corpo caloso ou do
espaco meningeo. O crescimento e a proliferacdo tumoral em direcdo ao
espaco subependimal podem levar a invasao do espaco periventricular e a
disseminacdo pelo SNC. >, Geralmente observa-se padrdo de atividade
proliferativa, com expressdo de BCL6 em 60-80%, MUM1+ em 90% e CD10
em 10% dos casos “2. Resposta inflamatéria secundéaria pode estar presente
no LPSNC, com macrofagos ativados e células T reativas, o que pode estar
associado a melhor prognéstico °°.

O antigeno quimiotaxico para linfécitos B CXCL13 esta associado ao
tropismo das células neoplasicas para SNC, incluindo neoplasias linfoides. Os
biomarcadores CXCL13 e IL-10 podem estar elevados no LCR de pacientes
com LPSNC. CXCL13 (AUC 0,841) tem sensibilidade e especificidade para
diagnéstico de LPSNC de 71% e 95%, e IL-10 (AUC 0,851) tem sensibilidade e
especificidade de 64% e 93,4%, respectivamente. Tal sensibilidade é duas
vezes maior do que citologia de LCR ou de citometria de fluxo para diagnostico
de LPSNC (Tabela 1). Altas concentracdes de CXCL13 no LCR estéo

associadas a pior prognéstico °.



Tabela 1 - Sensibilidade e especificidade de biomarcadores CXCI13 e IL-10
(LCR) e aplicacdo diagnéstica de LPSNC >°

Biomarcador Sensibilidade Especifidade AUC IC95%
CXCL13 71% 95% 0,841 0,779-0,892
IL-10 64% 94,10% 0,851 0,789-0,901
CXCL13 ou IL-10 84,20% 90,50% 0,974 0,815-0,919
CXCL13 e IL-10 50% 99,30% 0,746  0,675-0,809
Citologia 14% - - -
Citometria de fluxo 20% - - -

Com relacdo ao microambiente tumoral, pode se observar resposta
inflamatéria local com infiltrado de macrofagos e células T reativas. Infiltracao
de células T perivasculares podem estar associadas a melhor progndstico,
além de ser um alvo para terapias que potencializam resposta imune mediada

por células T 6.

2.2.2 Imagem

No Servico de Neurocirurgia, comumente 0s pacientes eram submetidos
a RNM com injecdo de contraste gadolineo por ser o método radiol6gico mais
sensivel para diagndstico de tumores em SNC, assim como de avaliacdo de
resposta clinica 58, A maioria dos pacientes apresenta massa cerebral
isolada, isointensa ou hiperintensa em T1-weighted (RMN) com hipercaptacdo
homogénea nas sequéncias pos-contraste, pouco edema e sem necrose. Na
maioria dos casos, ha lesdo uUnica (70%), sendo o hemisfério cerebral (66%),
ganglio basal (27%) e o corpo caloso (24%) os sitios anatbmicos mais
acometidos °°. A TC com contraste apresenta achados equivalentes, porém
nenhum meétodo de imagem é patognomoénico do LPSNC. O principais
diagnosticos diferenciais incluem glioblastoma multiforme, metastases
cerebrais entre outras ©°.

Aproximadamente 25% dos tumores tém outras lesdes multicéntricas,
nao captantes de contraste, hiperintensas em T2-FLAIR (fluid attenuated

inversion recovery), sendo estes achados consistentes com a disseminagao



linfomatosa no cérebro que pode ocorrer na auséncia de captacao de contraste
na RNM. T2-FLAIR tem maior sensibilidade para diagnostico de lesdes
subclinicas, porém com menor especificidade. Alteracdes em T2-FLAIR podem
ser secundarias a quimioterapia, a radioterapia de cranio total ou ao
envelhecimento. Numa série analisada, porém, foi demonstrado que 88% das
lesdes em T2-FLAIR em LPSNC foram resolvidas apds tratamento com HD-
MTX, o que sugere tratar-se de lesées neoplasicas °.

A Diffusion-weighted imaging analisa o coeficiente de difuséo aparente
de agua em tumores hipercelulares como o LPSNC, com maior diferenciagéo
entre tumores hipercelulares que se apresentam hiperintensos (LPSNC ou
doenca residual) e lesbes com menor celularidade (gliomas malignos), o que
aumenta a especificidade do método. Coeficientes de difusdo muito baixos
estdo associados ao LPSNC 6263,

O International PCNSL Collaborative Group (IPCG) desenvolveu um
sistema para avaliar a extensdo da doenca e a resposta clinica ao tratamento
oncolégico a fim de se obter uma padronizacdo 5!, conforme demonstrado no
Quadro 1.

O exame de 8F-FDG PET apresenta maior sensibilidade e especidade
na deteccdo de acometimento nodal e extranodal de linfomas de alto grau,
incluindo o LPSNC, além de avaliacdo de massas residuais no
reestadiamento®86465 O LPSNC apresenta celularidade densa com alto
metabolismo e consumo de glicose. No achado do PET, encontra-se alta
concentracdo do FDG, o que pode auxiliar no diagnostico diferencial entre
LPSNC e outros tumores. Numa meta-andlise incluindo 129 pacientes
imunocompetentes com LPSNC, tal exame teve sensibilidade de 0,88 (IC95%
0,8- 0,94), especificidade de 0,86 (IC95% 0,73- 0,94), quando comparados a
RNM e a biépsia estereotaxica (IC95% 0,04- 0,32) 8. Num estudo retrospectivo
com 34 pacientes, a mediana de SUV (standardized uptake value) maxima foi
de 22,17 (£5,03), geralmente com valores superiores aos encontrados no

glioblastoma multiforme ©°.
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Resposta Parcial

captacdo de contraste

Lesdo sem captacédo de
contraste

N&o disponivel

epitélio retiniano pigmentar

Resposta Imagem encefélica Dose corticoide Avaliacao oftalmologica Citologia LCR
Resposta completa Sem lesao com captagdo Nenhuma Normal Negativo
de contraste
dSem Ietsaotcom captacao Normal Negativo
Resposta Completa € contraste
N&o Confirmada x Qualquer 5 Al
Lesdo com pequena Pequena alteracdo no epitélio ,
- A . Negativo
captacao de contraste retiniano pigmentar
o 0 ~
Diminuicéo de 50% na Normal ou pequena alteragcéo no Negativo

Diminuicao de células vitreas ou
infiltrado retiniano

Persistente ou
Suspeito

PD

Aumento em 25% da
captacédo de contraste

Surgimento de qualquer
outra lesao

N&o disponivel

Recorrente ou novo
acometimento

Recorrente ou
positivo

Doenca Estavel

Qualqguer outra situacdo
nao descrita acima

Quadro 1 - Avaliacdo de resposta clinica !
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2.3 Prognadstico

LPSNC tem pior prognéstico em relacdo ao LDGCB sistémico 1439, A SG
mediana € inferior a 12 meses em pacientes tratados apenas com WBRT e de
30 a 40 meses em pacientes tratados com quimioterapia a base de HD-
MTxl2,41_

Em dados do National Cancer Data Base, 9.165 casos de LPSNC
tratados entre 2004 e 2013 demonstraram SG em 3 anos de 37,7% (1C95%
36,6-38,8) para todos os pacientes; 51,8% para aqueles tratados com
poliquimioterapia; 37,7% com monoquimioterapia e 14,1% para 0S casos
tratados somente com radioterapia. Apos analise dos fatores confundidores,
tratamento com monoterapia e radioterapia isolada estiveram associados a pior
SG em relacdo a poliquimioterapia, com HR de 1,32 (IC95% 1,22- 1,44) e HR=
2,32 (IC 2,07- 2,59), respectivamente 8. Em andlise do banco de dados do
SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results), 4.142 casos com LPSNC
evidenciaram SG em 1 ano de 47,8% (IC 46,2- 49,3) e SG em 3 anos de 38,2%
(IC 37,8-38,6) 1’. Estudo CALGB 50202 demonstrou SG mediana de 4 anos,
porém novas linhas terapéuticas foram necesséarias para 50% dos pacientes
devido a alta taxa de recaida 23.

2.3.1 Fatores clinicos de progndstico

O indice Prognéstico Internacional (IPI) é utilizado em outros tipos de
linfoma por avaliacdo de SG e com algumas modificacbes para LPSNC. Em
analise retrospectiva de 378 pacientes, foram identificados cinco fatores
associados a pior prognéstico 8%° (IPI modificado), conforme demonstrado a
seqguir:

. Idade > 60 anos;

. DHL elevada;

. Alta concentracdo de proteina no LCR (acima do limite da

normalidade);

. Acometimento de regides profundas do cérebro (periventriculares,

ganglio basal, tronco cerebral e cerebelo) e



12

. Performance Status 2, 3ou 4 *

(* PS 0= paciente ativo, sem restricdes; PS 1 = paciente com restricdo a
atividades fisicas extenuantes, porém paciente ambulatorial capaz de
realizar atividades fisicas leves/moderadas e autocuidado); PS 2=
paciente sintomatico, acamado <50% do dia, auto-cuidados preservados;
PS 3= paciente sintomético, restrito ao leito >50% do dia, carente de
cuidados mais intensivos; PS 4= paciente completamente dependente e
restrito ao leito’®)

Considerando 1 ponto para cada um dos fatores descritos acima, a SG

em 2 anos pode ser estimada conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Sobrevida Global (SG 2 anos) de acordo com o escore de
prognostico IPI modificado para LPSNC 68

Pontos SG (zSD)
Ooul 80% (+8%)
20u3 48% (+7%)
40u5 15% (+7%)

Uma meta-analise com 783 pacientes avaliou o progndstico e os efeitos
do tratamento em primeira linha em pacientes com LPSNC maiores que 60
anos. Nesta populacdo, KPS=70% foi fator progndstico para mortalidade
(HR=0,5; I1C95% 0,41-0,62) *. A maioria dos pacientes com LPSNC foram
idosos e, consequentemente, com maior risco de neurotoxicidade a WBRT e
com maior morbimortalidade. Por este motivo, muitas vezes é utilizada apenas
quimioterapia isolada nesta populagdo 2. O estudo prospectivo MATRIix com
227 pacientes demonstrou SLP e SG inferiores em pacientes acima de 65 anos
em comparacdo aos individuos com idade inferior a 65 anos tratados com
metotrexato, citarabina, tiotepa e rituximab 3. Tais dados sdo endossados por
uma analise retrospectiva de dados do SEER com 5138 pacientes entre 1973 e
2014, cuja analise multivariada para SG demonstrou que idade >60 anos (HR=
1,834; IC95% 1,692- 2,004; p<0,001) foi associada a pior sobrevida.
Tratamento com quimioterapia (HR=0,442; IC95% 0,407-0,480; p<0,001) foi
associado a maior sobrevida 1°.

Inicio de tratamento precoce também tem impacto no progndstico. Num
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estudo de fase 2 com 44 pacientes com LPSNC virgens de tratamento
submetidos a imunoquimioterapia, individuos com inicio de tratamento acima
de um més do diagnoéstico tiveram pior SLP em relacdo aos que iniciaram

tratamento mais precoce (SLP 3 anos 20% x 59%, p=0,05) 23,

2.3.2 Fatores histopatolégicos de progndstico

No LDGCB sistémico, biomarcadores para recaida incluem double hit
MYC+BCL2+. Duplo expressor (DE) MYC+BCL2+ e célula de origem ABC
parecem também estar correlacionados com prognostico. Com o critério de
positividade a IHQ para MYC+ = 40% / BCL2+ 250%, é possivel identificar o
subtipo DE em 30% dos LDGCB, dos quais > 50% sé&o do subtipo ABC. Estes
pacientes apresentam SLP 5 anos de 44% e SG 5 anos de 39%. No entanto,
dados no LPSNC ainda sdo inconclusivos . No LDGCB sistémico,
imunoexpressdo de BCL2, MYC, LMO2 e p53 sao considerados de valor
prognostico ’°.

O tipo de célula de origem pelos critérios de Hans é estudado como fator
de progndéstico, porém com resultados inconclusivos. A presenca CD10+ e/ou
BCL6+ e a negatividade para MUM1 por IHQ caracterizam o subtipo GCB e o
oposto o subtipo ndo-GCB 19, conforme Figura 1. O ponto de corte para as
reacoes de IHQ é de = 30%. Teste de expressao genética de 20 genes foi
validado para identificar COO em amostras parafinadas de LDGCB, facilitando
sua caracterizacdo ‘6. Num estudo com 77 pacientes com LPSNC, foi
observado concordancia entre os critérios de Hans e LST assay de 83% ’’.



14

GCB

t Non-GC
CD10 +

- + o MUM1
BCL-6

GCB

Non-GC

Figura 1 - Tipo de Célula de Origem conforme Critérios de Hans*? para IHQ
(2004). BCL6 e CD10 sao marcadores de Centro Germinativo de
Células B. MUML é expresso em plasmaécitos e no desenvolvimento
tardio de Células B e esta associado a subgrupo ABC em estudos
de perfil de expressédo genética. Se CD10 ou ambos CD10 e BCL6
forem positivos, a COO é do subgrupo GCB. Se ambos BCL6 e
CD10 séo negativos, a COO é do subgrupo Nao-GCB. Se BCL6 for
positivo e CD10 for negativo, a expressao de MUM define o
subgrupo da COO: se MUML1 é negativo, a COO é subgrupo GCB;
se MUML1 é positivo, a COO é subgrupo Nao-GCB

No LPSNC, a imunoexpressdo de MUM1 e BCL6 é de 95% e 60%,
respectivamente, e a maioria dos casos apresenta COO ndo-GCB 415378 Num
estudo com 82 pacientes com LPSNC, 79 (96,3%) foram classificados como
nao-GCB, 42 (51,2%) expressavam BCL6* e MUML1* sugerindo “ndo-GCB”.
Trinta e trés (40,2%) expressavam exclusivamente MUM1, o que sugere
sobreposicao entre late GC e early post-GC, justificando o fenétipo ndo-GCB e
o0 pior prognostico %3, Contudo, a classificagdo da COO pelos critérios de Hans
nao teve valor prognostico numa coorte retrospectiva de 115 pacientes com
LPSNC 7°.

Num estudo retrospectivo com 31 casos de LPSNC tratados com HD-
MTX, 26 (84%) pacientes foram caracterizados como ndao-GCB, a sobrevida
mediana foi de 2,5 meses (0-6,6 meses) e 7,4 meses (4,4-10 meses) para 0s
grupos GCB e n#o-GCB, porém ndo significante estatisticamente 2. E
importante ressaltar que o perfil transcricional das células neoplasicas do
LPSNC é distinto do LDGCB sistémico, mesmo quando a COO (GCB x ABC) é
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a mesma, o que pode justificar o pior prognostico e o comportamento mais
agressivo do LPSNC. Pacientes com LPSNC ABC apresentam hiperexpressao
e ativacdo da via do Fibroblast Growth Factor, associado a sobrevida e
proliferacédo celulares, diferentemente do LDGCB sistémico ABC &,

Alguns estudos evidenciaram que a expressdao de BCL6 (IHQ) foi
associada a melhor progndstico 3. A andlise imuno-histoquimica dos pacientes
do CALGB50202 demonstrou que a hiperexpressao de BCL6 estava associada
a menor SG 23, Este resultado foi ratificado por um estudo prospectivo &,
porém outros evidenciaram o contrario: que a hiperexpressédo de BCL6 estaria
associada a melhor prognéstico 4. Uma das possibilidades para esta
discrepancia poderia ser que o significado prognostico do BCL6 seja
dependente da coexpressdo do MYC ou BCL2 ou devido ao tipo de tratamento
gue os pacientes receberam nestes estudos.

A expressdo de CD3 é um marcador de células T e ndo é frequente em
linfomas de célula B, porém pode estar presente em LNHDBC EBV+,
possivelmente devido a inativacdo do PAX5 que atua na diferenciacdo da
célula B, o que permite a expressdo do CD3 8284, E uma proteina com dominio
extracelular, transmembrana e intracelular. A IHQ apresenta-se na membrana
e citoplasma principalmente de células T normais e neoplasicas °8,

Tumour Infiltrating Lymphocyte (TIL) é caracterizado pela presenca de
pelo menos um vaso de pequeno a médio calibre circundado por pelo menos
duas camadas de células T a IHQ pela positividade de CD3 (linfocito T), FOX-
P3 (linfociyo T regulador) e TIA-1 (células citotoxicas). E um fator de
progndstico positivo para sobrevida global, resposta tumoral ao tratamento em
varios tipos de cancer (carcinoma ductal de mama, cancer de ovario e cancer
de endométrio, entre outros), tanto como variavel categorica (presenca ou
auséncia) como variavel qualitativa numérica (contagem de TIL) 878, Num
estudo retrospectivo com 62 pacientes com LPSNC, TIL esteve presente em
32% dos casos e foi associado a melhor resposta e sobrevida global °°,

Num estudo retrospectivo, multicéntrico, com 100 LPSNC, necrose
tumoral foi observada em 24% e TIL em 36%. O padrédo de necrose tumoral
observado foi do tipo coagulativo, caracterizado por colecbes de células

neoplasicas fantasmas que ocupam espac¢o na bidpsia, além da presenca de
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células apoptéticas. TIL foi analisado em campo de pequeno a médio aumento,
analisando os vasos ao redor do tumor ou das células tumorais, com fenotipo
de células T presente e acumuladas em multiplas camadas proximas a parede
vascular ou entre a parede vascular e as células tumorais. Presenca de TIL foi
associada a melhor SG na analise multivariada quando comparada a auséncia
de TIL (SG: 59% + 14% vs. 42% + 9%, P= 0.02, respectivamente). No entanto,
a presenca de necrose tumoral ndo foi considerada fator prognéstico em
pacientes com LPSNC %. Num estudo com 30 pacientes do International
Extranodal Lymphoma Study Group, um colar de CD3 perivascular reativo foi
observado em 23% dos pacientes, todos com IPI modificado de risco baixo a

intermediario °1.

2.4 Tratamento

O tratamento € composto de uma fase de indugcdo seguida pela
consolidacdo %2. A escolha do tratamento na fase de inducdo depende de
caracteristicas clinicas, tais como idade, performance status (PS), comorbidade
e IPI.

A inducdo pode ser realizada com HD-MTX, imunoquimioterapia
associada a HD-MTX, WBRT, entre outras. Ndo se recomenda tratamento
isolado com corticosteroides devido a alta taxa de recidiva e a interferéncia no
diagndstico histopatoldgico se administrado antes da realizacdo da bidpsia. A
escolha do tratamento de consolidacdo depende da resposta clinica obtida na
fase da inducdo, da tolerabilidade do paciente e da toxicidade. Opcoes da fase
da consolidacdo incluem observacao, citarabina em altas doses, RT, ASCT,
entre outras. Os agentes quimioterapicos precisam ter boa penetracao pela
BHE. Agentes alquilantes e esteroides tém boa penetracdo em doses
convencionais; MTX e araC tém baixa penetracdo, porém em doses altas
conseguem atravessar a BHE. Agentes antraciclicos, alcal6ides da vinca tém
baixa penetragdo e baixa disponibilidade no SNC, os quais necessitam de
doses téxicas para serem efetivas em tumores no SNC °2.

Apesar de avancos no tratamento do LPSNC, a taxa de recorréncia em

2 anos é de 50% e um terco dos pacientes sdo refratarios ao tratamento
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inicial?%:93,

Devido ao risco de neurotoxicidade induzido pelo tratamento,
recomenda-se realizacdo de testes neuropsicologicos para as fungbes de
execucao, atencdo, memaria e velocidade psicomotora antes, durante e apos o

tratamento 2194,

2.4.1 Radioterapia

WBRT como terapia isolada era o tratamento de escolha no passado.
Doses entre 36 a 45Gy apresentavam RC de 60% a 90%, porém com recidiva
precoce e SG mediana 12-18 meses e alta morbi-mortalidade, incluindo
neurotoxicidade precoce e tardia %. A neurotoxicidade é ainda mais prevalente
quando associada a quimioterapia. Por estes motivos, além de o LPSNC ser
uma doencga multifocal e infiltrativa, radioterapia focal ou radiocirurgia ndo sao
recomendadas atualmente como primeira escolha terapéutica, porém pacientes
gue nao respondem a quimioterapia podem se beneficiar desta terapia como
resgate 169495,

O beneficio da WBRT como consolidagdo também é questionado. Um
estudo multicéntrico, randomizado, fase 3, com 581 pacientes, comparou
guimioterapia baseada em HD-MTX com ou sem consolidagcdo com RT, sem
evidéncia de melhora na SG apesar do aumento da PFS no braco com RT 22,

Estudo prospectivo e observacional demonstrou que radiocirurgia com
gamma knife associado a quimioterapia aumentou a SG de 27 meses para 48

b

meses em pacientes submetidos a radiocirurgia versus aqueles submetidos
apenas a quimioterapia, com RC de todas as lesdes e sem declinio
neurologico. No entanto, trata-se de estudo ndo randomizado, e a analise dos
dados encontra-se em andamento °.

Doses menores de radioterapia foram associadas a menor risco de
perda neurocognitiva. Num estudo de fase 2, pacientes em RC foram
submetidos a consolidacdo com citarabina e WBRT em doses menores (23,4
Gy) apés inducdo com HD-MTX, sem perda de funcéo cognitiva °’. Tais dados,
no entanto, devem ser analisados com cautela, devido ao risco de

neurotoxicidade tardia %. Radioterapia foi associada a maior risco de toxicidade
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neuroldgica tardia (OR 5,23, IC95% 2,33-11,74) .

Sintomas tardios associados a neurotoxicidade por WBRT incluem
déficit de atencdo, alteracdes de memodria e de marcha, ataxia, incontinéncia,
entre outros. Achados radiograficos incluem alteracdo de substancia branca,
aumento ventricular e atrofia cortical. Achados anatomo-patoldgicos incluem
demielinizacdo, perda neuronal hipocampal e aterosclerose de grandes

vasos®. Ndo ha tratamento efetivo para estas complicacdes 1.

2.4.2 Monoterapia ou Poliquimioterapia baseado em MTX

MTX em altas doses é 0 agente antineoplasico mais usado na fase de
inducao, pois possui boa penetracdo na BHE e depuracao plasmatica trifasica.
Esquemas habituais incluem infusé@o rapida em 3 horas em ciclos de 14 ou 21
dias na dosagem 23 g/m2. Doses = 1g/m? alcancam nivel terapéutico no
cérebro e doses 23g/m? atingem nivel terapéutico no LCR 101 Infusdes
continuas em 24 horas nao sao mais eficientes; administracdo de mais de seis
ciclos de HD-MTX esta associada a maior taxa de RC °7102, Doses até 3,5g/m2
tém boa tolerabilidade, sendo as principais toxicidades: disfuncéo renal,
mucosite, citopenias e raramente hepatite, esta ocorrendo principalmente em
pacientes idosos 103,

Uma meta-analise com 783 pacientes avaliou prognéstico e efeitos do
tratamento em primeira linha em pacientes com LPSNC maiores que 60 anos.
Nesta populagdo, o tratamento baseado em HD-MTX aumentou a sobrevida
qguando comparado a WBRT (HR 0,70, IC95% 0,53-0,93). Nao houve diferenca
entre HD-MTX associado a quimioterapia oral e outras terapias agressivas
baseadas em HD-MTX (HR 1,39, IC 95% 0,90-2,15).

Estudo de fase 2 randomizado com 79 pacientes comparou HD-MTX
(3,5g/m?, D1) associado a citarabina (2g/m?) com HD-MTX isolado na dose de
3,50/m? a cada 21 dias, seguido de RT de consolidacdo. HD-MTX associado a
citarabina ofereceu maior taxa de RC (46% x 18%, p=0,06) e de RG (69% x
40%, p=0,009), porém com maior incidéncia de neutropenia (90% x 15%,
p=0,00001), anemia (46% x 10%, p=0,00001), complica¢des infecciosas (23%
x 3%, p=0,0002), trombocitopenia (92% x 8%, p=0,0001) e hepatoxicidade
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(10% X 3%, p=0,05) 104,

2.4.3 Imunoterapia e Imunoquimioterapia com Rituximabe

Rituximabe € um anticorpo monoclonal contra o antigeno CD20 presente
em linfocitos B. Tem penetragéo limitada em SNC atingindo nivel em LCR de
0,1% a 4,4% em relacdo ao nivel sérico, porém a monoterapia com rituximabe
levou a resposta radiol6gica em pacientes com LPSNC recidivados 1°°. A meta-
andlise para avaliar o beneficio do uso de rituximabe evidenciou que esse
anticorpo levou a ganho de SLP 5 anos, com OR (odds ratio) 2,54 (IC95%
1,64-3,93, p=0,0001), e ganho de SG com OR 2,87 (IC 95% 2,02-4,08, p=
0,00001) 1%, Desta forma, a adi¢do de anti-CD20 tem sido recomendada como
padrao no tratamento de LPSNC.

O beneficio da adicdo de rituximabe a HD-MTX associado a um agente
alquilante também foi avaliado em estudos clinicos. Num estudo de fase 2 com
52 pacientes expostos a inducdo com rituximabe, MTX, procarbazina e
vincristina seguida de consolidagdo com WBRT em dose baixa, constatou-se a
taxa de resposta de 79% e SLP 2 anos 57% °’. Num estudo com 33 pacientes
maiores de 65 anos submetidos a indug¢édo com rituximabe, MTX, procarbazina
e vincristina seguida de consolidacdo com ASCT, obteve-se RG 94% e SLP 2
anos 79% %7, Em outro estudo com 44 pacientes tratados com HD-MTX 8g/m?
(D1), rituximabe 375mg/m? (D3) e temozolamida 150mg/m? (D7 a D11) seguida
de consolidagdo com etoposideo 5mg/kg em infusdo continua por 96 horas e
citarabina a 2g/m? a cada 12 horas por 8 doses, obteve-se RG 77%, RC 68% e
SLP 4 anos, semelhante aos resultados obtidos com esquemas que incluem
WBRT 23. Num estudo com 53 pacientes com populacdo predominantemente
idosa (62% acima de 60 anos), avaliou-se a terapia de indugdo com rituximabe,
MTX e temozolamida seguida de consolidacdo com WBRT hiperfracionado e
temozolamida de manutencéo, obtendo-se RG 57% e SLP 64% 108,

Num estudo de fase 2 (IELSG32), 219 pacientes LPSNC virgens de
tratamento foram randomizados (1:1:1) para terapia de indugéo em trés bragos:
braco A (MTX 3,59/m? d1, araC 2g/m? d2-3, a cada 3 semanas), braco B
(rituximabe 375mg/m? d5, MTX 3,5g/m? di, araC 2g/m? d2-3, a cada 3
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semanas) e braco C (rituximabe 375mg/m? d5, MTX 3,5g/m? d1, araC 2g/m?
d2-3, tiotepa 30mg/m? d4 a cada 3 semanas) seguido de consolidacdo de
acordo com a resposta clinica com radioterapia 36 Gy mais boost (refor¢o) de
9Gy ou BCNU 400mg/m2 d1, tiotepa 5mg/kg d2-3 mais ASCT em caso de RC
ou resposta parcial (RP) ou doenca estavel (DE); e em caso de PD,
radioterapia com 40Gy mais boost (refor¢co) de 9Gy. A mediana de follow-up foi
de 40 meses (24-76). Em termos de SLP, A x B (RC 0,68, 1C95% 0,45-1,02,
p=0,06), A x C (RC 0,66, 1C95% 0,53-0,81, p=0,0001) e B x C (RC 0,63, IC95%
0,40-0,99, p=0,04). Em termos de SG, A x B (RC=0,73, IC95% 0,48-1,11,
p=0,14), A x C (RC=0,65, 1C95% 0,52-0,83, p=0,0004) e B x C (RC 0,57,
IC95% 0,35-0,93, p=0,02). Tais dados sugerem o beneficio da adicdo de
rituximabe ao tratamento oncolégico 7.

Estudo prospectivo randomizado comparou MTX e temozolamida (braco
A) versus MTX, procarbazina, vincristina e citarabina (braco B) em pacientes
maiores de 60 anos com LPSNC virgens de tratamento. Bragco B versus Braco
A teve SLP de 9,5 meses (IC95% 5,3-13,8) versus 6,1 meses (IC95% 3,8-
11,9), SG de 31 meses (IC95% 12,2-35,8 meses) versus 14 meses (IC95% 8,1-
28,4 meses) e RG de 82% versus 71% (p=0,023), respectivamente, 0 que
favorece o segundo esquema 1%,

O estudo Alliance/CALGB 50202 avaliou 44 pacientes expostos a
guimioterapia ndo mieloablativa com MTX, rituximabe e temozolamida por 8
ciclos, seguida de consolidacdo com araC e infusdo continua de etoposideo
em 96 horas. Com mediana de seguimento de 4,9 anos, a SLP foi maior que 2

anos e a SG, superior a 5 anos, sem neurotoxicidade 23.

2.4.4 Quimioterapia intraventricular

Quimioterapia intratecal via reservatério de Ommaya aumenta a
concentracdo com maior duracdo no LCR em relagdo a quimioterapia
intravenosa, pois a barreira hematoencefalica ndo interferiria na penetracao
das macromoléculas no LCR. Quimioterapia intraventricular com rituximabe e
MTX em LPSNC apresentou TR 75% 110, porém andlises retrospectivas néo

demonstraram beneficio da adicdo de quimioterapia intratecal & HD-MTX, além
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de maior risco de infecgdo e meningite 111113,

2.4.5 Terapia de manutencdo com agente quimioterapico

Lenalidomida possui atividade em LPSNC tanto como agente Unico
como combinado a outros quimioterapicos. Manutencdo com lenalidomida
aumentou a SLP, com perfil de toxicidade aceitavel em pacientes com recaida
de LPSNC %4, Estudos de fase 2 demonstraram perfil de seguranca e atividade
da lenalidomida aceitdvel em LPSNC. Manutencdo com lenalidomida na dose
de 5mg a 10mg apoés terapia de resgate foi associada a resposta duravel em 5
de 10 pacientes com LPSNC. Foram detectados niveis terapéuticos de

lenalidomida no LCR por 2 a 15 horas apdés uma dose 20mg 15,

2.4.6 Transplante de Medula Ossea Autologo (ASCT)

Consolidacdo com HD-ASCT ap0s quimioterapia parece aumentar a SG
e SLP 116 devido a penetracdo no SNC 16117 porém outros estudos sugerem
que regimes de consolidacdo com ASCT estdo associados a piora da funcéo
cognitiva 2.

Num estudo de fase 2, uma populacdo de 79 pacientes LPSNC virgens
de tratamento foi submetida a indu¢cdo com HD-MTX, citarabina, rituximabe e
tiotepa, seguida de condicionamento pré-HD-ASCT com carmustina e tiotepa,
obtendo TR 91%, SG 2 anos 87%. O tratamento foi considerado toleravel, pois,
durante a fase de inducao, 47% dos pacientes tiveram anemia grau 3, e 63%,
trombocitopenia grau 4. Durante a fase de HD-ASCT, 50% apresentaram febre
grau 3, e 93%, leucopenia grau 4, de acordo com o CTCAE v4.0 (Common
Terminology Criteria for Adverse Events) 118,

O estudo randomizado PRECIS, em andamento, com 140 pacientes
estd comparando radioterapia (40Gy) ou ThBUCTX/ASCT como regime de
consolidagdo apd6s inducdo com R-MBVP-AraC. Dados preliminares
demonstraram que ambas RT e ASCT foram associadas a SLP em 2 anos de
63% e 86%, SG 2 anos de 64% e 65% nas coortes da RT e HD-ASCT,

respectivamente 115,
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2.4.7 Tratamento de resgate

Apesar da alta taxa de resposta inicial, a maioria dos pacientes
apresenta PD em algum momento apods tratamento inicial baseado em HD-
MTX. O emprego de HD-MTX apdés PD pode ser efetivo, principalmente em
pacientes que tiveram resposta prévia a este agente. Num estudo retrospectivo
com 22 pacientes com recaida retratados com HD-MTX, obteve-se RG de 91%
na primeira recaida e de 100% na segunda recaida °. Num estudo de fase 2
com 27 pacientes avaliados, o tratamento em segunda linha com citarabina e
etoposideo seguido de ASCT com condicionamento baseado em tiotepa,
busulfan e ciclofosfamida apresentou RC de 90%, com SLP 41,1 meses e SG
58,6 meses 2°. A WBRT pode ser utilizada como terapia de resgate, com RG

de até 74% e SG 10,6 meses num estudo com 27 pacientes 2%,

2.4.8 Estudos de Pesquisa Clinica Fase 1/2 em pacientes com LPSNC

recidivadas

2.4.8.1 lbrutinib

Ibrutinib € um inibidor oral do Bruton tirosina kinase (BTK), o qual reduz
a proliferacao celular e induz apoptose. Além disso, potencializa a resposta da
célula B via mecanismo independente da BTK 78122, Como pacientes com
LPSNC podem ter alta taxa de mutacao do receptor da célula B (BCR) e da via
do MYD88, ha plausibilidade bioldgica no uso de ibrutinibe em LPSNC. Estudo
de fase 1 com 13 pacientes com LPSNC refratarios demonstrou penetracao
suficiente do Ibrutinib em SNC, sendo bem tolerado em doses de 560mg e
840mg, com Resposta Global de 75% e SLP de 4,6 meses. Apenas um
paciente teve aspergilose pulmonar e resisténcia ao ibrutinibe associada a
mutacdo CARD11 (R179Q), CD79B e/ou A20 (TNFAIP3) 123124,

Ibrutinib € um antagonista in vitro ao efeito dos agentes antifolatos em
linhagem celular de LDGCB sistémico ABC, por isso os estudos de fase 1/2
nao associam ibrutinibe a metotrexato. Ele parece atuar como sensibilizador a

guimioterapia e confere resposta superior a do HD-MTX. Estudo de fase 1 com
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0 esquema TEDDI-R (Temozolamida, Etoposideo, Doxorubicina Lipossomal,
Dexametasona, Ibrutinib, rituximabe incluindo ibrutinibe monoterapia durante 2
semanas) em pacientes virgens de tratamento e com recaida teve RG de 94%
e RC 86%, porém com alta toxicidade: 94% de neutropenia grau 4 e 39% de
aspergilose invasiva pulmonar ou cerebral, com mortalidade de 28%; bastante
alta se comparada a taxa de mortalidade de 2-10% em pacientes tratados com
quimioterapia baseada em HD-MTX 124125,

Ratos knocked-out para BTK (BTK”) inoculados com aspergilos
apresentaram maior mortalidade quando comparados a ratos BTK**. Isso
demonstra o papel do BTK na imunidade a esta infec¢do '?°. A resposta das
células mieloides aos esporos fungicos depende de sinalizacdo via BTK para
induzir expressdo de TNF-alfa e o recrutamento de neutréfilo 24, A Figura 2

ilustra a sinalizacédo celular via BTK.
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FONTE: Hendriks et al., 2014 126

Figura 2 - Sinalizacéo celular via BTK 126, A ativacdo do Receptor de Célula B
(BCR) leva a sinalizacao intracelular e a formacéo de micro-
signalosome, que € composto de VAK, PI3K, BTK, SLP65 e
phsopholipase PLCy2. BTK € o principal responsavel pela ativacéo
de PLCy2, levando a influxo de Calcio e ativacédo de receptores de
fatores nucleares de transcripcao de células T ativadas (NFAT) e
NF-kB, além da ativacdo de ERF1 e ERF2. A ativacdo de BTK
também leva a ativacdo da proteina da sindrome de Wiskott-Aldrich
(AWASP), o que induz a mudancga no citoesqueleto associada a
ativacdo de BCR. AKT é ativado também pelo PI3K, que fosforila
fatores de transcricdo FOXO, inativando-os. AKT também bloqueia
proteinas apoptéticas, como BH3, BAD, liberando o BCL-X L e
estabilizando o MCL1

2.4.8.2 Temsirolimus

Temsirolimus é um inibidor do mTOR, importante na via do PI3-
K/AKT/mTOR e em varias vias de sinalizacdo pro-survival, pois regula a
sintese proteica e o0 crescimento celular. Num estudos de fase 1/2 em
pacientes com LPSNC recidivados, a monoterapia com temsirolimus obteve
RG 54%, SLP 2,1 meses, porém com mortalidade de 13,5% (principalmente

pneumonia) 127,
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2.4.8.3 Imunoterapia

Imunoterapia pode ter um papel promissor no futuro do tratamento do
LPSNC. Células T e macrofagos ativados levam a resposta inflamatoria local e
podem estar associados a melhor progndstico. Isso sugere que a
potencializacdo do sistema imune mediado por células T pode ser efetiva 5. E
frequente o ganho do numero de cépias do 9p24,1/PD-L1 e PD-L2
(programmed death ligands 1 e 2) e o aumento de expressdo de proteinas
PDCD1, PD-L1 e PD-L2 em LPSNC. Nivolumabe é um anticorpo humano 1gG4
cujo alvo é a proteina PDCD1, o qual impede a ligagdo do PD-L1 presente no
LPSNC com o PDCDL1 do linfécito. Estudo de fase 1 (LPSNC refratarios ou com
recidiva) avaliou monoterapia com nivolumabe em quatro pacientes. Em
seguimento de 13 meses, todos os pacientes obtiveram RC em 2 meses %,
Estudo de fase 2 com Nivolumabe em LPSNC recidivados encontra-se em

andamento.

2.4.8.4 Lenalidomida

Lenalidomida é um agente imunomodulador oral com efeito tumoral
pleotropico que inclui estimulacdo de célula T e expansao de células NK. Ele
possui acdo antagonista ao IRF4 e MYC, com efeito pré-sobrevivéncia 128129,
Num estudo de fase 1, 14 pacientes com recaida foram expostos a
lenalidomida EV e rituximabe endovenoso e intraventricular, com RG de 64% e
SLP mediana 6 meses, sem mortalidade relacionada ao tratamento, sendo
recomendada dose de 15mg/dia 3. Num estudo retrospectivo com 8 pacientes
com LPSNC R/R com dltima linha de resgate incluindo MTX, rituximabe,
radioterapia ou ressecc¢do subtotal, a manutencdo com lenalidomida na dose
de 5 a 10mg/d) evidenciou alta RG. Cinco pacientes obtiveram RC em até 2
anos apos inicio de tratamento. Desta forma, sugeriu-se que a manutencéo
com lenalidomida poderia ser uma opg¢édo para terapia de resgate 130, Estudo
de fase 2 com lenalidomida e rituximabe em pacientes com recaida teve taxa
de resposta de 63% e SLP 8,9 meses (ASH2016). O Quadro 2 demonstra

alguns estudos de fase 1/2 em andamento.



26

intraocular

Molécula Desenho Taxa de SLP Comentérios
resposta
Ibrutinib fase 1 MSKCC em 7504 4,6 |um caso de aspergilose pulmonar, resisténcia ao
recaida LPSNC meses | ibrutinib com mutacdo CARD11
Ibrutinib fase 2 em repalda LPSNC 56% um caso de aspergilose pulmonar, analise final
e linfoma intraocular pendente
DA-TEDDI-R . 94% ibrutinib, 39% taxa de aspergilose invasiva nos pulmdes e
.| fase 1 em pacientes com 0 - ; .
com monoterapia recaida LPSNC 84% RC com cérebro, mortalidade relacionada ao tratamento em
com ibrutinibe TEDDIR 28%
Temsirolimus fase 1/2 em recaida 54% 2,1 mortalidade relacionada ao tratamento: 13,5%
LPSNC meses
Nivolumabe fase 2 em recal’d_a em andamento
LPSNC, linfoma testicular
Lenalidomiday/ 6 coorte retrospectiva: aumento em 12 vezes da
- fase 1 em recaida LPSNC 64% duracdo de resposta com manutencdo de
rituximab meses h .
lenalidomida
Len_ahc_lomlda/ fase 2 em recaida LPSNC 63% 8,9 analise final pendente
rituximab meses
Pomalidomida/ fase 1 em r(,acalpla LPSNC
ou recaida linfoma em andamento
dexametasona

Quadro 2 - Estudos de fase 1 e fase 2 em andamento
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2.5 Fisiopatologia molecular do LPSNC

A fisiopatologia molecular do LPSNC ainda ndo se encontra
completamente definida. Porém o avanco das técnicas de biologia molecular,
em especial o sequenciamento de todo o exoma, a hibridizagdo gendmica
comparativa e a analise de perfil de transcricdo, do microambiente tumoral e de
perfil de expressdo génica tém permitido a identificacdo de genes alvo
envolvidos na sua patogénese 24131132,

EBV nado esta associado a fisiopatologia do LPSNC em pacientes
imunocompetentes. Num estudo com 70 pacientes imunocompetentes, a
hibridizacdo in situ para EBV foi negativa em todas as bidpsias 2.

A ativacdo da via NFKkB parece estar diretamente associada a
patogénese do LPSNC. Esta via atua de modo a facilitar a transcricdo de
genes associados a sobrevida, proliferacdo e invasdo celular, como IRF-4,
RSGS13, Ciclina D2, BCL2, BCL2A1 e XBP-1 (Figura 3). A ativagao crbnica da
via do BCR, principalmente decorrente de mutagdes do MYD88/IRAK e do B-
cell antigen receptor-associated protein cluster of differentiation (CD79B),
coopera para ativar a via NFkB 2434, Num estudo com 30 pacientes, mutacdes
no CD79b foram associadas a melhor SLP em até 2 anos 33. A Figura 3 -
ilustra a via no NFkB.

MYD88 € uma proteina adaptadora usada pela maioria dos receptores
do tipo Toll-like e do receptor da Interleucina-1 (IL1) para ativar a via NFkB por
meio do receptor associado a kinase IL1 (IRAKs). Muta¢cdes no dominio
citosélico do MYD88 por substituicdo de leucina por prolina na posicdo 265-
L265P ocorrem em 55% dos pacientes com LPSNC 31, MutacGes do MYD88
L265P promovem desenvolvimento de LDGCB em ratos 3. Estas mutacGes
também sédo frequentes no linfoma ocular 3. Interessantemente, mutagdes no
MYD88 e CD79B séo raras no LDGCB sistémico com envolvimento de SNC, o
que sugere patogénese molecular distinta entre as duas doencas 3¢, Num
estudo com 80 pacientes com LPSNC, muta¢cées no MYD88 foram associadas
a melhor prognéstico /7. No LDGCB sistémico ABC, mutacdes do gene MYD88
sdo menos frequentes, com ocorréncia em 39% dos casos 3., A mutacdo
concomitante de MYD88 L265P e CD79B ITAM foi encontrada em 37% do
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LPSNC e em apenas 10% no LDGCB sistémico do subtipo ABC 125,

MutacBes no ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif)
associado ao BCR/CD79B ocorrem em 40% do LPSNC, e em 20% no LDGCB
sistémico do subtipo ABC 1. MutacGes no CARD11 também podem ativar a
via NFkB, sendo encontradas em 16% do LPSNC. Por outro lado, o TNFAIP3
(A20) é um regulador negativo do NFkB, e mutacdes somaticas neste linfoma

estdo presentes em 3% a 15% dos casos %7,

IL-4/IL-10 . CXCL13
. CXCR5
[ : )
CYTOSOL @ s
| PIBK/ .
/

CARD11
MALT1

BCL-10

Survival
Proliferation
- Invasion

NUCLEUS

IRF-4, RGS13, Cyclin D2, BCL2, BCL2A1, XBP-1

FONTE: Rubenstein, 2017 #*

Figura 3 - Via do NFkB- A ativacéo transcripcional do NFkB é regulada por
multiplos sinais no LPSNC, incluindo o complexo MYD88/IRAK e o
complexo BCR, constituido pelo CD79A e B. A ativacdo das kinases
IRAK via mutagcédo oncogénica do MYD88 e L265P ocorre em
aproximadamente 555 do LPSNC. Ativacao cronica da via de
sinalizacdo do BCR envolvendo o BTK interage com a via do
MYDB88/IRAK na ativacado do NFkB. Sinalizag&o via PIM kinases,
PISBK/MTOR, JAK/STAT também estimula a sobrevida celular. Genes
alvos do NFkB (incluindo IRF-4, BCL2, ciclina D2, RGS-13, XPB-1)
também potencializam a sobrevida, a proliferacdo e a invaséo.

Pesquisa do numero de copias de DNA por sequenciamento de todo o

exoma evidenciou ativagcdo da via do NFkB, com mutacdes gendmicas
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significativas no cromossomo 6q. Além disso, observou-se dele¢do do 6g21-23
em 40% a 60% dos LPSNC, associado a pior progndstico. Provaveis genes
envolvidos nesta delecdo incluem o A20 (TNFAIP3), um regulador de
diferenciacdo da célula B, PRDM1 e uma tirosina fosfatase, PTPRK 131138
Sequenciamento de todo o genoma e estudos de hibridizacdo demonstraram
reducdo do numero de copias no 9p21.3 em até 80% dos casos. Esta
anormalidade foi associada a alteracdes do regulador de ciclo celular CDKN2A
34 ldentificou-se também que maior nimero de cépias da protease inativadora
de TNFAIP3 e MALT1 promove ativacéo da via do NFkB 138

Estudos de PEG concluiram que o LPSNC é uma entidade heterogénea,
com espectro de ABC associada a ativacdo da via NFkB e GCB. 4153, A
expressdo de BCL2 ndo relacionada a t(14;18)(q32;921) é frequente 337, Ha
evidéncia de hipermutacdo somatica, rearranjos e mutacdes de genes de Ig e
preservacao de sitios open reading frame sugestivas de passagem pelo centro
germinativo, assim como presenca de morfologia do tipo centroblastica e
auséncia de correlagdo com EBV 143739 Assim como o LDGCB sistémico, o
LPSNC pode apresentar translocacfes envolvendo o gene BCL6, delecdes 64,
hipermutacdo soméatica em proto-oncogenes, tais como MYC e PAX5, e
inativacdo do CDKN2A. Porém, diferentemente do linfoma sistémico, o PEG
demonstrou que o LPSNC é caracterizado por expressao génica de genes
relacionados a adesdo a matriz extracelular, como MUM1, CXCL13 e CHI3L1.
Hipermutacdo somatica de segmentos do gene da cadeia pesada de Ig (IgVr)
sugere presenca de proliferacdo celular dependente de antigeno.
Consequentemente a patogénese tumoral depende da ativacdo de células B
circulantes de maneira dependente de antigenos, as quais migram e colonizam
o SNC devido a expressdo de genes relacionados a adeséo celular e a matriz
extracelular. Contudo, os mecanismos responsaveis pelo tropismo pelo SNC
ainda nédo sdo conhecidos 54131139,

Outros genes possivelmente associados a patogénese do LPSNC
incluem JAK-1 e kinase PIM 132 PIM1 parece cooperar com MYC na
linfomagénese, sendo frequentemente hipermutado no LPSNC 124, A ativagdo
do PIM kinases, das vias PI3BK/mTOR e de JAK/STAT favorecem a sobrevida

celular. Podem estar hiper-reguladas tanto em nivel transcricional como
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proteico no LPSNC 24132,

2.5.1 Genes selecionados para o estudo

2.5.1.1 Gene MYC (Fator de Transcricdo bHNH)

O gene MYC, conhecido como Fator de Transcricdo bHLH, esta
localizado no cromossomo 8qg24,21. A proteina codificada por esse gene atua
como proto-oncogene. Trata-se de uma fosfoproteina nuclear com funcéo na
proliferagdo celular, apoptose, crescimento celular, atividade da telomerase,
metabolismo energético por meio da biogénese ribossomal e diferenciacao
celular, conhecido como padrdo de assinatura do MYC 27:35140.141 " A proteina
MYC forma um heterodimero com o fator de transcricdo MAX, o qual se liga a
uma sequéncia E box de DNA, regulando a transcricdo de varios genes. Sua
hiperexpressdo estd associada a varios tipos tumorais. A 1(8;14)(q24;932)
promove a fusdo do gene MYC e a por¢cdo promotora do gene da IgVh esta
associada ao linfoma de Burkitt 149142,

Rearranjos envolvendo o gene MYC ocorrem em 10%-15% dos LDGCB
sistémicos, estando associados a pior prognéstico independentemente do tipo
do gene parceiro envolvido 143144 Rubenstein demostrou maior expressio
MRNA MYC em LPSNC comparado com LNHDGCB sistémico através de PEG
e RT-PCR 145, A ativacdo da via NFkB pode de forma alternativa desregular a
expressdo do MYC 146147,

A expressdo de MYC € desregulada em tumores por diversos
mecanismos, como translocacdo cromossd6mica, mutacdes, reprogramacao
epigenética, aumento de estabilidade proteica e translacdo aumentada, entre
outros 148150 Mutacdes hipersomaticas aberrantes do proto-oncogene MYC
também tém sido observadas em estudos de expressdo génica com
LPSNC34131 PIM1, que interage com o MYC na linfomagénese, também é
frequentemente identificado como um alvo de hipermutacdo somatica
aberrante no LPSNC, o que demonstra possivel papel da ativagcdo do MYC no
LPSNC 1%, Hiperregulacdo de microRNAs (miRNAs) associados com a via do

MYC também foi demonstrada em LPSNC 123,
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No estudo CALCG 50202, evidenciou-se hiperexpressédo de MYC, PIM-1
e genes induzidos por IL-4, como XBP1 em LPSNC 23, Superregulacdo dos
microRNAs miR-17-5-p, miR-20a, miR-9 que estdo associados a
hiperexpressédo de MYC também foi encontrada no LPSNC 151,

Num estudo com 75 pacientes LPSNC HIV negativos, a prevaléncia de
del(6)(q22) e de translocacdo dos genes BCL6, IGH e MYC foi de 45%, 17%,
13% e 3%, respectivamente. A presenca de del(6)(q22) e/ou translocacédo de
BCL6 foi associada a pior SG (p=0,0097), independentemente de

acometimento cerebral profundo ou uso de HD-MTX ©°,

2.5.1.2 Gene BCL2 (B-cell lymphoma 2)

BCL2 é um gene localizado no cromossoma 18g21,33 que codifica uma
proteina antiapoptotica de mesmo nome. Encontra-se expresso na maioria dos
tecidos, mas ndo no CG, onde sua transcrigdo é suprimida pelo gene BCL6 .
A translocacdo de BCL2 para o l6cus da Igvh na t(14;18) produz ativacao
constitucional de BCL2, favorecendo a formacdo de clones de linfocitos de
longa sobrevida suscetiveis a defeitos moleculares adicionais. Esta
anormalidade favorece a tumorigénese no linfoma folicular principalmente
quando associado a desregulacdo do MYC 35148152 A {(14;18) esta presente
em 10% a 40% do LDGCB 153154, A hiperexpressdo de BCL2 esta associada a
maior nimero de copias do 18921,33 3*. A proteina codificada usualmente esta
ausente ou expressa em baixos niveis no CG dos foliculos secundarios 155,

Em linfécitos B de murinos com mutacdo MYD88 L265P, observa-se
ativacdo da via NFkB e hiperproliferacdo celular. Entretanto, a expressao de
BCL2 é necessaria para sustentar a sinalizacdo dependente do MYD88
L265P156’157.

Na era pré-rituximabe, a hiperexpressao do gene BCL2 foi associada a
pior progndéstico no LDGCB sistémico %4158 Na era poés-rituximabe, sua
hiperexpresséo deixou de ter impacto progndstico na SG no LDGCB 159161, O
rituximabe melhorou a SLP em pacientes BCL2-positivos (56% versus 25%,
p=0,0001) e BCL2 negativos (59% versus 33%, p=0,02). Rituximabe também

melhorou a SG nos pacientes BCL2 positivos (56% versus 42%, p=0,01) e
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BCL2 negativos (58% versus 52%, p=06) 1%°. Este imunoterapico induz
apoptose por diversas vias de sinalizacéo intracelular, incluindo a via do gene
BCL2 e do B-cell ymphoma extra large (BCL-xL). Também induz regulagéo
reacional de IL-10 e fosforilagcdo da via do transdutor de sinal de ativador de
transcricdo 3 (STAT3). Em outro estudo, a hiperexpressao de BCL2 nao foi

associada a pior SG, independente da célula de origem 160.162,

2.5.1.3 Gene LMO2 (LIM domain only 2)

O gene LIM dominio Unico 2, conhecido como Rombotina 2 ou
Transparent Testa Glabra esta localizado no cromossomo 11p13 162, Codifica
uma proteina rica em cisteina altamente conservada, com dois dominios-LIM, e
um dominio curto amino-terminal com atividade de transativacdo e de
transcricdo; com papel crucial na hematopoese, estando geralmente
hiperconservado 148 164 Estd expressa normalmente em células do centro
germinativo, nas células precursoras hematopoiéticas e atuam no
desenvolvimento do timo e na angiogénese 13165166  Apresenta papel
importante na leucemia linfoblastica T, sendo encontrada em tumores
derivados de células do CG como LF, e LDGCB. Pode auxiliar na diferenciacao
entre LF e outros linfomas de células B pequenas % e de tumores sélidos,
como cancer de préstata 167

LMO2 regula a expresséo génica pela formacado de complexos ligantes
no DNA, como LDB1, E2A, HEB, Lyl1, ETO2, and SP1. Sua hiperexpressédo em
LDGCB sistémico estad associada ao maior numero de centrdmeros, podendo
levar a separacdo cromossémica incorreta, contribuindo para a oncogénese.
Além disso, pode interferir na expressao de transcriptoma composto de 311
genes de modo a contribuir para a hiperexpressao ou hipoexpresséao de outros
genes especificos 26. Em LDGCB, a auséncia de expressdo do LMO2 esta
associada a presenca de translocacdes do MYC 168,

O anticorpo anti-LMO?2 foi validado para avaliar expressao do LMO2 por
IHQ. Num estudo, a expressdo de LMO2 foi observada nos CG normais. No
LDGCB se correlacionou com a expressao de marcadores de CG (BCL6 e

CD10) e a auséncia de expressdo de marcadores ndao-CG (MUM1/IRF4 ou
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BCL2) 16°. A LMO2 é uma proteina nuclear e seu ponto de corte de positividade
a IHQ é de 30% '%4. Numa andlise retrospectiva com 49 pacientes LPSNC, foi
observada expressado proteica de LMO2, HGAL e BCL6 em 52%, 65% e 56%
dos casos. A expressdo de LMO2 foi associada a melhor SLP (25 x 8 meses,
p=0,071) e SG (34 x 11 meses, p=0,027), e a expressao de BCL6, a maior SG
(39 x 13 meses, p=0,055) e SLP (24 x 8 meses, p=0,006) 17°,

2.5.1.4 Gene MGMT (O-6-methilguanine-DNA-methyltransferase)

O gene MGMT, localizado no cromossomo 10¢26.3, codifica uma
proteina reparadora de DNA envolvida na defesa celular contra mutagénese e
toxicidade contra agentes alquilantes. A proteina catalisa a transferéncia de
grupos metil da posicdo O-6-alquilguanina e outras metilacbes do DNA para
sua prépria molécula, reparando rupturas do DNA 171, Em ratos knocked-out
p53, ndo ha transcricdo desta proteina, 0 que sugere sua expressao
dependente de p53 172,

A proteina MGMT € uma enzima reparadora de DNA que protege a
célula de agentes alquilantes ao remover grupos alkyl da posicdo Of da
guanina 3. Sua auséncia a IHQ, utilizando ponto de corte de 5% a 15%, foi
correlacionada com metilagdo da regido promotora do gene MGMT 174175 Esta
hipermetilacdo mostrou-se um biomarcador de bom prognéstico em LDGCB e
glioblastoma multiforme e cancer de mama tratados com agentes
alquilantes?°176,

Num estudo com 24 pacientes com LPSNC, a metilagdo do MGMT e a
auséncia de expressao proteica estavam presentes em 54% dos casos, sendo
gue a metilacdo de MGMT tinha alta correlacdo com a perda de expressao
proteica (ponto de corte da IHQ: 10%) possivelmente devido a maior
homogeneidade celular do LPSNC (coeficiente de correlagdo= -0,49; Teste
Exato de Fischer: p<0,01). Neste estudo, a hipermetilacdo da regido promotora
parece estar associada a maior taxa de SG e ocorre principalmente em

pacientes maiores que 60 anos de idade ?°.
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2.5.1.5 Gene POU2F1 (POU class 2 homeobox 1)

O gene POU2F1, conhecido como OCTL1 e localizado no cromossomo
1924,2, codifica uma proteina com funcdo de fator de transcricdo da
superfamilia POU. Além de membro de proteinas transmembrana superfamilia
carreadora de solutos, € responsavel pelo transporte e captagdo de nutrientes,
metabdlitos, drogas e toxinas. Os membros desta superfamilia contém uma
regido de 160 aminoacidos pela qual se ligam ao DNA em outra regido
especifica com sequéncia de oito bases nitrogenadas ATGCAAAT 177178 Esse
gene atua na diferenciacao e proliferacéo das células B, e a hiperexpressao de
OCT1 esta associada a maior sobrevida celular em linfomas com t(14, 18) 7.
A expressdo de OCT1 esta elevada em linhagem celular de linfoma e
aumentou a suscetibilidade tumoral aos agentes quimioterapicos irinotecano e
paclitaxel, possivelmente por facilitar o transporte dos antineoplasicos do meio
extracelular para o meio intracelular 3°. Porém, estudos com tumores com
linhagem epitelial demonstraram que a hiperexpressao de OCT1 se associou a
pior prognéstico 7°.

POU2F1 é necessério para transformacdo oncogénica e promocao de
linfoma em modelos de ratos knocked-out para Tp53 8, A ablacdo de POU2F1
estd associada com metabolismo oxidativo, elevacdo de expressdo de ROS,
aumento de sensibilidade a estresse oxidativo e genotdxico e diminuicdo de

iniciacdo tumoral em modelos xenogréficos 80,

2.5.1.6 Gene PDCD1 (Programmed cell death-1)

O gene PDCD1, conhecido como PD1 e localizado no cromossomo
2937.3, codifica uma proteina de superficie de membrana celular da
superfamilia das Ig 8. Outros membros da familia CD28 incluem o antigeno
associado a linfécito citotoxico T (CTLA-4) e coestimulador induzivel ICOS com
papel na resposta celular imune. PD1 é pouco expresso em células B 182183,
Sua proteina geralmente € expressa em células do CG e atua como um ponto
de checagem em linfocitos e na diferenciacdo celular. Hiperexpressdo de PD1

foi considerada fator de progndstico positivo em pacientes com LF 184, O gene
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€ expresso em célula pr6-B com papel na diferenciacéo celular, bem como em
varias células imunes, como células T 75148,

Foi identificado ganho do numero de copias do 9p24,1/PD-L1/PD-L2 em
pacientes com LPSNC, com concomitante hiperexpressédo das proteinas PD-
L1/PD-L2 34, Esta hiperexpressdo funciona como mecanismo de escape das
células neoplasicas do sistema imune, sendo um possivel alvo terapéutico 34.
Num estudo com 24 pacientes, 13% (3/24) apresentaram translocacéo
envolvendo o PD-1 34185,

Alteracdo do numero de cépias de PD-L1 e PD-L2 esta associada a
aumento de expressdo de PD-L1 e PD-L2 no LPSNC. Estas proteinas
interagem com o receptor PD1 presente nas células T, ativando a sinalizacao
celular via PD1. Em consequéncia, ha diminuicdo da ativacdo do receptor da
célula T (TCR), proliferacédo e sobrevida de fatores de transcricdo, 0 que causa
reducdo da resposta imune antitumoral 34,

A presenca de TIL com imunoexpressdo de PDCD1 esta diretamente
relacionada a imunoexpressao de PDL1 na célula tumoral em varios tumores,
inclusive LPSNC 75186 A hiperregulagcdo de PDCD1 é consequéncia de
exaustdo imune e € um marcador de célula T disfuncional, o que facilita a
tumorigénese "°. A hipexpressao de PDL1 é considerada um marcador de alta
resposta imune antitumoral, sendo consequéncia a infiltracdo tumoral de
células T. *¥7. O bloqueio da via mediada pelo PDCD1 leva a reversdo do
fendtipo da exhausted T-cell e & normalizacdo da resposta antitumoral, sendo
um racional para o tratamento com imunoterapia contra o cancer 88-190,

No LPSNC, o ganho do numero de copias do 9p24.1/PDL1/PDL2 esta
associado ao aumento da expressao proteica do PDL1/PDL2, atuando como
um mecanismo de escape imune. Isso sugere que drogas anti-PDCD1
poderiam ter um papel no tratamento 3*. A imunoexpressdo de PDCD1 esta

associada a pior SG "°.

2.5.1.7 Gene BCL6 (B-cell ymphoma 6)

O gene BCLS6, localizado no cromossomo 3g27,3, codifica uma proteina

fator transcricdo zinc finger com um dominio N-terminal POZ. Esse gene atua
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como um repressor de transcricdo de sequéncia especifica e modula a
transcricdo de células B IL4 dependente de STAT. O dominio POZ interage
com outras proteinas, causando repressao tumoral. No LDGCB o gene BCL6
pode estar translocado e hipermutado o que favorece a tumorigénese °. Em
30 pacientes com LPSNC e grupo controle LDGCB sistémico estudados, a
expressdo de BCL6 foi maior em individuos com LPSNC quando comparados
com LDGCB sistémico COO ABC (p=0,02). Isso sugere a importancia do
BCL6 no LPSNC 192,

O gene BCL6 cofidica uma proteina repressora de transcricdo de
sequéncia especifica, formando um complexo com diferentes corepressores e
com histona. Assim, reprime-se a transcricdo de diferentes genes alvos por
meio de sua ligacdo direta com o DNA ou indiretamente com repressao de
atividade transcricional 148 192,

Encontra-se usualmente expresso em centroblastos, na maioria dos
centrocitos e em células T CD4+ do CG. Por outro lado, encontra-se inativado
durante a diferenciacdo de centrocito para células B de memoria ou
plasmocitos 193194,

O gene BCL6 inibe o gene supressor do ciclo celular p21, inibidor da
quinase dependente de ciclina, bem como o programa antiapoptético ao
suprimir a expressao de BCL2. Atua na resposta ao dano do DNA quando da
regulacdo dos genes p53, ATR e CHEK1 e impede a ativacado prematura de
centroblastos ao inibir os genes ativadores de linfocitos B CD69, STAT1
(transdutor de sinal e ativador de transcricdo 1) e CD80 35194, A desregulacgédo
de BCL6 pode provocar o bloqueio da diferenciacdo de células pds-CG e
determinar o acumulo de células hipermutadas, o que facilta a
tumorigénese®®®.

A proteina repressora transcripcional zinc-finger € necessaria para
formacdo de CG. Sua correlacdo com progndstico é contraditéria em alguns
estudos #1170, Sua hiperexpressdo esta associada a melhor SG em pacientes
tratados com CHOP-simile 1.

Alteracbes cromossémicas envolvendo o gene PRDM1 séo
relativamente comuns (23% a 37%), levando a bloqueio da diferenciacao de

células p6s-CG e acumulo de células hipermutadas, o que contribui para a
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linfomagénese. A maioria das translocacfes envolvendo BCL6 no LPSNC
envolvem parceiros distintos do gene da lg, ao contrario do observado no
LDGCB sistémico %°. Segundo Winter et al. 1%, pacientes sem expressdo de
BCL6 por IHQ beneficiam-se mais da adicdo de rituximabe a quimioterapia (SG
42% x 76%, CHOP x R-CHOP) do que pacientes BCL6 positivo (SG 73% x
74%, CHOP x R-CHOP), provavelmente devido a supressédo da via NFkB pelo
rituximabe °7. O estudo CALGB 50202 também correlacionou hiperexpresséo
de BCL6 a IHQ com pior SG 23. Estudos retrospectivos, porém,

correlacionaram hiperexpressdo BCL6 com melhor SG 4119,

2.6 Justificativa

O aumento de incidéncia do LPSNC, associado a alta morbi-
mortalidade, justifica a maior necessidade de pesquisas clinicas e moleculares,
a fim de buscar melhores opcdes terapéuticas e de qualidade de vida.

Trata-se de um estudo de coorte retrospectiva unicéntrico. Seu desenho
foi selecionado por tratar-se de uma doenca rara, objetivando a maior obtencéo
possivel de dados clinicos e material histopatoldgico confiaveis. Trata-se do
maior estudo disponivel, por meio do qual se descrevem as caracteristicas
clinico-epidemiolégicas de LPSNC na populacdo brasileira, e o Unico que
avalia expressao génica e correlacao prognostica.

E importante a realizacdo de pesquisas genéticas em diferentes etnias e
populacbes. A populacdo brasileira € considerada um modelo para estudos
genéticos e fenotipicos em mistura étnicorracial e pode apresentar
caracteristicas genotipicas distintas de populacdes ndo miscigenadas, bem
como biomarcadores distintos %°. Estudos evidenciam diferentes expressées
génicas entre diferentes populagbes com mesmo tipo tumoral. Num estudo
retrospectivo em LPSNC, anélise de genética de DNA e RNA através de Next
Generation Sequencing, foi realizada em 18 pacientes hispanicos e 11
pacientes brancos. Nele, evidenciou-se que a populacdo hispanica teria
frequentemente mais de 3 muta¢cdes comparada a populacdo branca (89% x
55%, p=0.03), porém sem correlacdo progndéstica, com SG 2 anos de 60% e

36%, respectivamente (p=0.23) 133, Tais dados sugerem heterogeneidade nas
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mutacOes encontradas no LPSNC, podendo ser relacionadas a etnicidade.
Num estudo com o uso do banco de dados do SEER, foi evidenciada uma
diferenca de incidéncia entre as populacfes idosas negra e branca, sendo
maior nesta Ultima 8.

Estudos unicéntricos sdo valiosos por gerarem hipoteses que podem
servir de base para estudos multicéntricos e com maior populagéo. Eles tém
como vantagens menor custo, maior facilidade na coleta de dados, uma
populacdo menos heterogénea com menos fatores confundidores. No entanto,
a principal desvantagem é a limitagdo na validacdo dos dados em outras
populacgées 2%,

Estudos retrospectivos permitem analisar multiplos desfechos por um
longo periodo, com a identificacdo de fatores de risco e suas associacoes,
sendo geralmente conduzidos em doencas raras. As principais desvantagens
sdo a auséncia de uniformidade de dados entre os individuos, a presenca de
fatores confundidores que levam a dificuldade na avaliacdo temporal entre os

fatores analisados e o desfecho observado, além da causalidade entre eles 201,



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo primario

Avaliar o impacto da expressédo dos genes MYC, BCL2, LMO2, MGMT,

POUZ2F1, PDCD1 e BCL6 em pacientes com LPSNC e suas correlacbes com

os desfechos de SLP e SG em pacientes tratados no Servico de Hematologia
do HC-FMUSP e Instituto do Cancer do Estado de Séao Paulo (ICESP), Brasil.

3.2 Objetivos secundéarios

a)

b)

Descrever as caracteristicas clinicas epidemioldgicas destes pacientes de
um grande centro universitario brasileiro, informacdo atualmente
indisponivel na literatura médica nacional, com objetivo de melhorar o
conhecimento e a caracterizagdo destas neoplasias em populacdo de
area geografica adstrita.

Avaliar o impacto prognéstico da expressao das proteinas MYC, BCL2,
LMO2, MGMT, POU2F1 e PDCD1, mensuradas semiguantitativamente
por técnica de IHQ, em portadores de LPSNC, para os desfechos de SG,
SLP e SLD.

Avaliar a correlacdo da expressdao molecular de RNA (RT-gPCR) e a

expressao proteica por meio da reacdo de IHQ.



4 CASUISTICAS E METODOS

O projeto foi submetido ao CAPPesq por meio da Plataforma Brasil,
CAAE 48989315.0.0000.0068; Numero do Parecer: 1.266.854; aprovado em 07
de outubro de 2015 e anuéncia do ICESP sob Registro: NP597/2015. Somente
apos a aprovacdo, foi iniciado o projeto de pesquisa. Relatorios parciais sobre
o andamento do projeto foram entregues semestralmente a CAPPesq por meio
da Plataforma Brasil.

A Tabela 3 descreve os custos do projeto, referentes aos itens de
consumo de material basico de imuno-histoquimica, PCR e kits necessarios
para a realizacdo de ensaios propostos. O custo estimado foi de R$39.040,00.
O projeto foi custeado pelo Servico de Hematologia do Departamento de
Clinica Médica da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo com
verbas provenientes dos projetos de pesquisa clinica patrocinada do grupo de
linfoma ndo-Hodgkin. Os ensaios clinicos foram realizados no Laboratério de

Imunopatologia, atualmente vinculado ao LIM31.

Tabela 3 - Orcamento detalhado

Material Valor Total
Anticorpos para IHQ R$16.500,00
Seros Qorls de ores SabOOIO e sz 0,0
:;ié I(;);t(;ﬁ(_;i?m%(ie;r?verALL Total Nucleic Acid R$3.040,00
Kit Rneasy FFPE- Qiagen R$3.000,00
Kit cDNA applied high capacity R$3.500,00
Sonda TagMan (5 sequéncias) R$5.000,00
PCR MasterMix R$2.500,00
Placa R$1.000,00
Selante R$2.000,00

TOTAL R$39.040,00
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4.1 Pacientes selecionados

Devido a raridade do LPSNC, optou-se pela pesquisa de todos os
pacientes cujos materiais anatomo-patologicos estivessem disponiveis nos
arquivos do HC-FMUSP e no ICESP. Apenas biopsias realizadas a partir de
01/01/1995 encontravam-se disponiveis. Foi gerada uma primeira lista de
pacientes cujos diagndsticos relatavam histopatologia “linfoma” e regido
anatbmica “acometimento em sistema nervoso central”, diagnosticados entre
01/01/1995 e 31/12/2016, para posterior confirmacao de diagnoéstico de LPSNC
e analise dos critérios de inclusdo para este estudo. O ponto de corte de coleta
de dados estabelecido foi 01/12/2017 para garantir um periodo de seguimento
minimo de aproximadamente 12 meses e objetivar andlise de SG, com base
em artigos que avaliavam mortalidade de 35% neste periodo *°.

Trata-se de um estudo de coorte unicéntrico retrospectivo. Estudos
unicéntricos sao valiosos por gerarem hipoteses que podem servir de base
para estudos multicéntricos e com maior populacao. Eles tém como vantagens
menor custo, maior facilidade na coleta de dados, uma populagdo menos
heterogénea com menos fatores confundidores. No entanto, a principal
desvantagem é a limitacéo na validacédo dos dados em outras populagées 2°°,

Estudos retrospectivos permitem analisar multiplos desfechos por um
longo periodo com a identificacdo de fatores de risco e suas associacoes,
sendo geralmente conduzidos em doengas raras. As principais desvantagens
sdo a auséncia de uniformidade de dados entre os individuos, a presenca de
fatores confundidores — o que leva a dificuldade na avaliacao temporal entre os
fatores analisados e o desfecho observado — e a causalidade entre eles 2%,

Uma lista inicial destes pacientes foi obtida pelos Servicos de
Hematologia do HC-FMUSP e do ICESP, bem como pelos Servicos de
Anatomia Patolégica do HC-FMUSP e do ICESP.

4.1.1 Critérios de inclusao

e |dade ao diagndstico maior ou igual a 18 anos e
e LPSNC com histopatologia LNHDGCB CD20+, a qual foi revista e
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confirmada  prospectivamente por  hematopatologista  do
Departamento de Patologia da FMUSP.

4.1.2 Critérios de exclusdo

Imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas (por exemplo: infeccédo

por HIV, pos transplante de 6rgéo);

Linfoma primario ocular;

Envolvimento secundario em SNC de linfoma sistémico;

Sorologia positiva para o virus HIV (com ou sem Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida);

Desenvolvimento de outro subtipo de linfoma até a data de censura;

Histdria prévia ou concorrente de linfoma de células B indolente;

Indisponibilidade de amostra tecidual,

Prontuario médico néo recuperado e

Laudo histopatolégico divergente entre o diagnostico retrospectivo e
a nova analise histopatoldgica retrospectiva.

Os dados clinico-epidemiolégicos, laboratoriais e de imagem foram
obtidos a partir da analise de prontuarios médicos manuais ou informatizados,
nos quais se destacaram variaveis clinicas e demogréficas, como: data de
nascimento; sexo; raca; data de diagnéstico; nimero de linhas de tratamento;
datas de inicio e de término de tratamento; tipos de tratamento oncoldgico
realizados; tipo de resposta clinica ao tratamento; data de obtencdo de
remissdo, progressao e recidiva; data de Obito e da Ultima avaliacdo clinica;
situacdo atual do linfoma na data de censura; IPI modificado, estadio clinico ao
diagnéstico, presenca de sinais e sintomas de hipertensdo intracraniana,
alteracdo de comportamento, alteracdo de memoria, déficit neuroldgico focal,
localizagé&o do tumor, PS na primeira consulta no Servico de Hematologia; PS
apos término de cada linha de tratamento. Dados laboratoriais histopatoldgicos,
padrao de infiltracdo perivascular, proteinorraquia e glicorraquia, outros
marcadores no CSF, sorologia para HIV e EBV, exames de imagem de TC e
RMN, bioquimica geral e hematolégica também foram coletados quando

disponiveis.
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Foi feito contato telefénico com pacientes e/ou familiares em casos de
perda de seguimento para identificar a situagdo atualizada do paciente. Em
pacientes cujo contato telefénico nao foi possivel, realizou-se prospeccéao ativa
no site da Receita Federal pelo nimero do Cadastro de Pessoa Fisica (CPF),
permitindo-se avaliar se o paciente estava registrado como vivo até o ano fiscal
anterior ao da pesquisa. Quando disponivel, a causa mortis foi coletada. A
coleta dos dados clinicos foi realizada até 01 de dezembro de 2017 (data de

censura de coleta).

4.2 Diagnéstico anatomopatologico

O diagnostico de LPSNC foi obtido por bidpsia incisional estereotaxica
ou aberta do tecido acometido. O produto da bidpsia foi analisado por
coloracdo de hematoxilina-eosina (H&E) e IHQ para pesquisar os antigenos
linfoides B (CD20, CD22 ou CD79a), T (CD3) e Ki67 no Servicos de Anatomia
Patolégica do HC/ICESP-FMUSP. Nos casos em que o paciente foi submetido
a mais de um procedimento diagndstico, foi considerada apenas a biépsia mais
representativa da lesdo em estudo.

As laminas disponiveis dos casos inicialmente selecionados foram
disponibilizadas para revisdo central realizada por hematopatologista no
Departamento de Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo. Caso necessério, laminas extras foram
confeccionadas para auxiliar no diagnéstico conforme orientagbes da
hematopatologista.

Os critérios da OMS foram utilizados para confirmacao histopatologica.
As células neoplasicas foram positivas para os marcadores da linhagem B
(CD20, CD22 ou CD79a) 53652, Pacientes com indisponibilidade amostral ou
com diagnastico final discordante do original foram excluidos.

Em algumas amostras, foi realizado no momento do diagnéstico inicial
painel de IHQ para Linfoma B e Linfomas T, sendo analisado também IHQ anti-
CD3 nas células tumorais e linfocitos reacionais infiltrativos (TIL). TIL foi
analisado em campo de pequeno a médio aumento com atengéo para 0s vasos

gue circundavam o tumor e para as células tumorais. A expressao de CD3 foi
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analisada como variavel categérica como 0% ou =1%.
N&o foram realizadas novas reactes de IHQ anti-CD3 por caréncia de

material histopatoldgico.

4.3 Estadiamento

Histdria e exame fisico fazem parte da rotina do servico de hematologia,
assim como avaliacdo laboratorial com hemograma completo, contagem de
reticuldcitos, bioquimica, funcdo renal, avaliacdo hepética, dosagem sérica de
acido urico, DHL, B2 microglobulina, sorologia para HIV, hepatite B e C. A
presenca de sintomas B foi definida mediante perda de peso superior a 10% do
peso corpdreo basal em periodo inferior a seis meses e/ou febre persistente
acima de 38°C sem caracterizacdo de infeccdo e/ou sudorese noturna
recorrente 202,

Os pacientes eram estadiados de acordo com a época de entrada no
servico com TC ou ressonancia nuclear magnética de cranio. Para excluir
doenca sistémica, realizaram-se TCs de pescoco, térax, abdémen e pelve além
de bidpsia de medula 6ssea. Puncdo lombar com andlise bioquimica e
morfolégica incluindo citologia oncética, proteinorraquia, glicorraquia e
citometria de fluxo também foram realizadas. Os dados foram coletados
conforme sua disponibilidade e registrados numa tabela de coleta de dados,

sendo posteriormente categorizados.

4.4 Tratamento

Os pacientes incluidos no estudo receberam intencdo curativa com
protocolo Abrey, constituido por indugdo com cinco ciclos de HD-MTX 3,5 g/m?,
procarbazine 100 mg/m?/d e vincristine 1.4 mg/m? endovenoso, 2°3. Ocorreram
algumas variacdes conforme o ano de tratamento ou condi¢cfes clinicas dos
pacientes. O metotrexate foi administrado por via endovenosa em 3 horas, com
ciclos de 21 dias. Nao foi realizado ajuste da dose do metotrexate de acordo
com o clearence de creatinina. Hidratagcdo, resgate com leucovorina e

prescricdo de G-CSF profilatico foram realizados de acordo com as rotinas do
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servico presentes a época. Pacientes que obtiveram RC receberam regime de
consolidagdo com WBRT (30 a 40Gy em até 20 fragdes) ou 2 ciclos de 28 dias
com citarabina em altas doses (2 g/m?/12 horas D1 até D4). Pacientes com RP
receberam até mais 2 ciclos de tratamento de inducdo conforme descrito
previamente. Pacientes com doenca estavel ou PD foram submetidas a WBRT.

Em 2018, uma nova rotina foi discutida no Servico de Hematologia,

incluindo tratamento com Anti-CD20 (rituximab), ainda a ser implementada.

4.5 Avaliagao de resposta

Até o ano de 2005, as definicbes de RC, RP, PD e DE eram
estabelecidas de acordo com a interpretacdo do médico assistente ou
radiologista. Imagens anteriores a 2005 n&do estavam mais disponiveis, o que
impediu a reavaliagdo de forma retrospectiva. Os dados foram coletados
conforme registrados no prontuario dos pacientes a época e dos laudos
radiolégicos disponiveis.

A partir de 2005, adotaram-se critérios de resposta clinica para LPSNC
conforme diretriz publicada >!. A resposta terapéutica foi determinada por
critérios clinicos e imagenoldgicos avaliados por TC, RNM, assim como puncéo
lombar, avaliacdo oftalmoldgica, se disponiveis. Tais dados foram coletados

conforme o prontuario e laudos radiolégicos disponiveis.

4.6 Seguimento dos pacientes

Os pacientes foram acompanhados apés término do tratamento com
histéria e exame fisico, exames laboratoriais e de imagem a cada dois meses
no primeiro ano de remisséo; a cada trés meses no segundo ano; a cada
quatro meses no terceiro ano; a cada seis meses no quarto ano e anualmente

a partir do quinto ano de remissao.
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4.7 Reacgdes de IHQ

Todas as laminas disponiveis e as reacbes de IHQ previamente
realizadas pelos pacientes no Departamento de Patologia da FMUSP e HC
FMUSP foram recuperadas e analisadas novamente no Departamento de
Patologia da FMUSP. Para inclusdo no estudo, todos os pacientes precisavam
ter suas laminas/biépsias novamente avaliadas, confirmando o diagndstico de
LPSNC, independentemente do laudo inicial. Novas laminas e coloracdes
poderiam ser realizadas a partir das biopsias para se poder confirmar o
diagndstico de LPSNC, caso necessario.

Reacdes de IHQ para as proteinas de interesse foram realizadas
conforme descritos nesta Secédo 4.7.2 . A padronizacdo da técnica encontra-se

no Quadro 3.

4.7.1 Obtencdo das amostras

Os blocos correspondentes as bidpsias dos pacientes foram procurados
nos dos blocarios do HC-FMUSP e do ICESP. Pacientes sem bidpsia/bloco
disponivel para a realizacdo das técnicas de IHQ e moleculares foram
excluidos do estudo.

As bidpsias tinham sido fixadas em formalina e incluidas em parafina.
Os blocos selecionados correspondiam as laminas utilizadas para confirmar o
diagnostico anatomopatolégico de LPSNC. Todos o0s pacientes com
diagnéstico revisto e confirmado de LPSNC com critério de inclusédo foram
selecionados para reacfes de IHQ adicionais para pesquisa das proteinas
MYC, BCL2, OCT1, MGM1, LMO2 e PD1. As reacdes foram realizadas em
cortes de 3-4 u dos blocos de parafina no Laboratoério de IHQ do Departamento
de Patologia da FMUSP. Devido a escassez de material, 0s primeiros cortes
obtidos foram separados para extracdo de RNA e o restante, para a IHQ.
Portanto, alguns pacientes n&o tiveram material suficiente para realizar todas
as reacdes de IHQ das proteinas de interesse.

As técnicas descritas da reacdo de IHQ encontram-se na sec¢éo 4.7.2 ,

conforme a rotina do Departamento de Patologia da FM-USP. N&o foram
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realizadas reacdes de IHQ para BCL6 devido a escassez do material e porque
a pesquisa de expressao génica do BCL6 foi adicionada posteriormente ao

estudo.

4.7.2 Técnica da reagdo de IHQ

A IHQ foi realizada pela técnica convencional para material fixado em
formol e incluido em parafina para as proteinas relacionadas aos genes em
estudo (MYC, BCL2, POU2F1, MGMT, LMO2 e PDCD1).

Utilizaram-se os Ac monoclonais anti-c-MYC (clone Y69, Abcam,
Cambridge, Massachussets, EUA), anti-BCL2 (clone 124, Cell Marque, Rocklin,
California, EUA), anti-LMO2 (clone SP51, Cell Marque, Rocklin, California,
EUA), anti-MGMT (clone MT3,1, Abcam, Cambridge, Massachussets, EUA),
anti-OCT-1 (clone AB151, Abcam, Cambridge, Massachussets, EUA) e anti-
PDCD1 (clone NAT105, Abcam, Cambridge, Massachussets, EUA).

As reacdes de IHQ foram padronizadas por meio de diluicbes seriadas
dos anticorpos priméarios e diferentes pH antes do processamento das
amostras dos pacientes. Controles positivos e negativos (omissao do anticorpo
primario) foram realizados para todas as amostras. O resultado da
padronizacdo encontra-se no Quadro 3.

Os cortes de bidpsia de Sistema Nervoso Central de 3-4 um de
espessura foram dispostos em laminas salinizadas (Sigma Chemical Co, St.
Louis, Missouri, EUA) em suporte adequado. O processo de desparafinacao foi
feito por exposicdo das laminas ao xilol aguecido em estufa a temperatura de
60-65°C por 5 minutos com subsequentes lavagens rapidas em trés banhos de
xilol frio.

Para hidratacdo, as laminas foram colocadas em dois banhos de alcool
absoluto, um banho de alcool a 95°C e outro de alcool a 70°C. Em seguida,
foram lavadas em agua corrente, em agua deionizada e deixadas em tampéo
fosfato pH 7,4. A recuperacdo dos sitios antigénicos foi realizada em alta
temperatura em Tris-EDTA pH9. O bloqueio da peroxidase enddgena das
hemacias foi realizado com perdxido de hidrogénio 10v (3%). Em seguida, as

laminas foram lavadas em agua corrente, agua destilada e deixadas em
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tampao tris-fosfato pH 7.4 (TBS). Os anticorpos foram utilizados nas
concentracfes conforme Quadro 3. As laminas foram incubadas overnight a
4°C em camara umida. Posteriormente foram incubadas com o anticorpo
secundario Polimero Novolink (Leica Biosystems Newcastle, UK) por 30
minutos em estufa a 37 graus. Foi utilizado o cromdgeno Diaminobenzidina
(DAB) (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha). Posteriormente efetuou-
se a contracoloracdo com Hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt,
Alemanha).

As laminas foram analisadas em microscopio convencional. A leitura das
laminas foi feita estimando-se 200 células por campo quando possivel, em um
total de vinte campos de 40x. Foi utilizada anéalise semiguantitativa por dois
observadores distintos, estabelecendo-se valor de consenso para cada caso. A
analise semiquantitativa foi padronizada em escala de percentual de células
atipicas, positivas para as proteinas interesse em intervalos de 25% (0%-
totalmente auséncia-, 1 a 25%, 26% a 50%, 51% a 75%, 76% a 100%).

Ac Monoclonais Dilu(iagsl?'final Tecido Marca | Codigo
xgbct:)it Clone Y69) 1100pHe | CEOREEE Abcam | ab 32072
(E::%Lni 124) 1:100 pH9 Amigdala M;Z'Le 226M-96
I(_rl\aﬂti)?t clone SP51) 1:50 pHo Amigdala Mgzlllje 370R-16
?:I:S)rI\Q-MTS.l) 1:400 pH9 Amigdala Abcam | ab 39253
(PrgbLé)?tFélone AB151) 1:200 pH9 Amigdala Abcam | ab 15112
(Ti)(rig}\l AT 105) 1:100 pH9 Amigdala Abcam | ab 52587

*do tampao de recuperacgdo antigénica

Quadro 3 - Padronizacéo dos marcadores de IHQ utilizados
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4.8 Método molecular

4.8.1 Obtencdo das amostras

Para este estudo, foram realizados cortes de 5 uM de espessura em
micrétomos manuais disponibilizados em tubos de 1,7 mL. As laminas do
micrébmetro foram higienizadas com RNAse para evitar contaminagao entre os
pacientes e os cortes foram realizados no Departamento de Patologia da
FMUSP. A extracdo de RNA foi realizada em até uma semana apés obtencao
dos cortes.

4.8.2 Extracdo de RNA de amostras fixadas em formol e incluidas em parafina

O processo de extracdo de RNA das amostras fixadas em formol e
incluidas em parafina (FFPE) foi realizado no Laboratério de Genética e
Hematologia Molecular — LIM 31 do HC-FMUSP.

A cada tubo de 1.7 ml contendo cortes 5 um, foi adicionado 1,5 ml do
reagente xilol a 100% para a desparafinizacdo. Os tubos foram agitados em
vortex vigorosamente por 10 segundos, incubados a 37°C por dez minutos e
centrifugados durante dois minutos a 20.000 x g em temperatura ambiente,
para obtencéo de botédo celular.

Posteriormente, removeu-se 0 sobrenadante por pipetagem cuidadosa,
para ndao remover do botdo celular. Em seguida, as células foram lavadas com
1,5 ml de etanol a 100%, nova agitacdo em vortex por 10 segundos,
novamente centrifugacdo a 20.000 x g por dois minutos, em temperatura
ambiente e posterior remocdo do sobrenadante. Apds repeticdo do
procedimento, as células foram incubadas por dez minutos a temperatura
ambiente até evaporar totalmente o etanol residual.

Em seguida, as células foram ressuspensas em 150 uL de tampdo PKD®
(Qiagen) adicionados 10 pL de proteinase K. A amostra foi incubada a 55°C por
quinze minutos e, apos isso, a 80°C por mais quinze minutos. Adicionaram-se
320 uL do tampdo RBC (Red Blood Cell Lysis Buffer), para otimizacao de lise

de hemacias numa suspensao celular tnica com efeito minimo nos leucdcitos.
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O lisado foi homogeneizado e transferido para coluna eliminadora de
gDNA e centrifugado por trinta segundos, a 8000 x g. Em seguida, descartou-
se a coluna, adicionaram-se 720 pyL de etanol a 100% e transferiram-se
imediatamente 700 yL da amostra para a coluna MinElute ENeasy. Ocluiu-se a
tampa do tubo, centrifugou-se por mais quinze segundos a 8000 x g,
descartando-se o0 sobrenadante. Em seguida, adicionaram-se 500 uL do
tamp&do RPE® (Qiagen) a coluna MinElute ENeasy, fechando-se delicadamente
a tampa. Procedeu-se a centrifugacdo por quinze segundos a 8.000 x g,
descartando-se o liquido. Adicionaram-se mais 500 pL do tampao RPE a
coluna MinElute ENeasy, ocluiu-se a tampa e centrifugou-se por mais quinze
segundos, a 8000 x g, descartando-se o liquido. Em seguida, transferiu-se a
coluna MinElute ENeasy para novo tubo coletor de 2 ml, o qual foi centrifugado
com a tampa aberta por cinco minutos, a velocidade de 20.000 x g.

Entdo foi descartado o tubo coletor, transferindo-se a coluna MinElute
Eneasy para outro tubo, agora de 1,7 ml. Adicionaram-se 30 pL de agua livre
de RNase a coluna, centrifugando-se por um minuto a velocidade de 20.000 x
g. Ao final da eluicdo, obteve-se o RNA, o qual foi estocado em temperatura
igual ou inferior a -20°C até o momento do uso.

A concentragdo de RNA de cada amostra foi determinada no
equipamento NanoDrop Spectrophotometer ND-1000, e sua integridade foi
analisada no RNA Nano Chip 2100 Bioanalyzer, da Agilent.

4.8.3 Preparacao do cDNA

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir de 1,0 ug
do RNA total. A preparagéo foi realizada conforme orientagbes do fabricante
Thermo Fisher para o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. O cDNA
foi obtido da reagédo contendo 1ug de RNA total, 0,8 uL de 25X dNTP Mix (100
mM), 2,0 yL de RT Buffer (10 X tampado de reagédo), 2 yL de RT Randon
Primers (10X), 1 yL MultiScribe Reverse Transcriptase (transcriptase reversa) e
H20 tratada com dietilpirocarbonato (DPEC), com a obtenc&o do volume final
de 20 pL. As amostras foram submetidas as temperaturas de 25°C por dez
minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por cinco minutos no termociclador Veriti
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Thermo Cycler da Thermo Fisher para obtencdo do cDNA. Em seguida, foram
adicionados 180 pL de H20 tratada com DPEC.

4.8.4 Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real

A RT-gPCR foi realizada para os genes MYC (Hs 202453,
ref.158378085), BCL2 (Hs 0060823, ref. 158378081), LMO2 (Hs 00277106, ref.
158378089), MGMT (Hs 501522, ref. 158378073), POU2F1 (Hs 283402, ref.
158378077), PDCD1 (Hs 158297, ref. 158378093) e BCL6 (Hs 478588, ref.
19673829) — todos da IDT technologies (Coralville, lowa, EUA). Como controle
enddgeno, foram utilizados os genes GUSB (Catalog number: 4310888E),
GAPDH (Catalog number: 4352934E) e RPLPO (Catalog number: 4326314E)
da Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA). Foi utilizado o TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e sua
analise foi executada no equipamento 7500 FAST Real Time PCR Systems da
Thermo Fisher.

Os valores quantitativos relativos foram obtidos a partir do ciclo limiar
(cycle threshold [Ct]). O Ct é o ponto de referéncia no qual a elevacdo do sinal
fluorescente corresponde ao crescimento exponencial dos produtos da PCR?%4,
As curvas de eficiéncia e quantificacdo génica foram obtidas a partir de
diluicdes seriadas.

A quantificagdo relativa baseou-se na construcdo de curva padréo a
partir de quantidades conhecidas do cDNA do gene de interesse, diluidos dez
vezes em triplicata com objetivo de obter quatros pontos na referida curva,
totalizando-se quatro pontos na curva. Esta curva foi feita de cDNA total de um
pool contendo 5 linfonodos normais 2%. Esta estratégia permitiu obter a
quantidade relativa do gene de interesse em cada amostra pela disposicao em
grafico contruido, colocando-se no eixo y o numero de ciclos necessarios para
amplificacdo e, no eixo X, a quantidade correspondente de cDNA na curva
padrao. A agua sempre foi utilizada como controle negativo.

Ao final, os valores relativos de expressao génica BCL2, MYC, LMO2,
MGMT, POU2F1, PDCD1 e BCL6 foram normatizados em relacdo ao mRNA do
gene endogeno GUSB, GADPH e RPLPO. O gene GUSB foi selecionado para
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normatizacao por ser o mais discriminativo das amostras.

4.8.5 Eficiéncia génica avaliada

A eficiéncia génica encontra-se na Tabela 4.

Tabela 4 - Eficiéncias génicas avaliadas

Genes R2 Eficiéncia (%)
MYC 0.99 98,70%
BCL2 0.99 94,10%
LMO2 0.99 96,40%
MGMT 0.99 95,20%
POU2F1 0.99 96,80%
PDCD1 0.99 103,50%
BCL6 0.99 102,90%
GUSB 0.99 97,30%
GAPDH 0.99 95,33%
RPLPO 0.99 98,25%

4.9 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram elaboradas por meio do aplicativo
Statistical Package for Social Sciences — SPSS, versdo 11.0 para Windows
(Chicago, IlI- USA). As varidveis quantitativas podem ser discretas quando
determinadas por numeros inteiros ou continuas quando representadas por
qualguer valor de variacdo em escala numérica infinita. As variaveis
categoricas ou qualitativas ndo sdo quantificaveis, mas medidas por meio de
sua classificacdo em categorias, sendo apresentadas como frequéncias
absolutas e porcentagens 2%,

Neste estudo, utilizaram-se variaveis quantitativas continuas (por
exemplo, expresséo génica de MYC, BCL2, LMO2, MGMT, POU2F1, PDCD1 e
BCL6) e variaveis qualitativas categoricas (por exemplo: sexo, raga, entre

outras). Variaveis continuas, como idade inferior a 60 anos e expressao génica



53

menor que a mediana ou o0 ponto de corte estabelecido por Curva de ROC,
foram transformadas em categoricas.

A andlise univariada para medir associacdo entre as variaveis
categoricas/qualitativas foi realizada pelo Teste Exato de Fischer. O Teste T-
Student foi utilizado para as comparacfes entre as variaveis quantitativas e os
desfechos selecionados 297208, Na andlise univariada, foram considerados
estatisticamente significantes valores até p <0,100, ou seja, com no maximo de
10% de chance de rejeitar a hipétese de igualdade quando ela é verdadeira.
Devido ao pequeno tamanho amostral, optou-se por ndo realizar andlise
multivariada. Refratariedade, recaida e suas relacdes estatisticas foram
avaliadas apenas na primeira linha de tratamento.

A andlise da sobrevida é uma medida frequentemente utilizada para
avaliar grupos com neoplasia. As curvas de SG, SLD e SLP foram estimadas
pelo Método de Kaplan-Meier. No Método de Kaplan-Meier, os intervalos de
tempo nao séao fixos, mas determinados pelo aparecimento de uma “falha”, e os
sobreviventes ao longo do tempo sdo ajustados pela censura (0S casos
censurados entram no calculo da funcdo da probabilidade de sobrevida
acumulada até o momento da perda) 2%°. O Teste de Log-Rank foi utilizado
para comparar as curvas de sobrevida particionadas por variaveis categoricas,
porém os testes de Breslow e Tahone-Ware também foram calculados 2%°.
Estes testes sao particularmente importantes quando as curvas nao
apresentam riscos proporcionais. O teste de Log-Rank tem peso maior no inicio
e no meio de seguimento, o teste de Breslow tem peso maior no inicio do
seguimento e o teste de Tahone-Ware tem peso maior no final do seguimento.
N&o foi realizada analise multivariada por regressdo de Cox devido ao pequeno
tamanho amostral 211, As definicGes das Curvas de Sobrevida, Refratariedade
e Recidiva encontram-se Quadro 4.
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Pontos de

. Definigéo
interesse
Intervalo entre a data do diagndstico e a data do ultimo
seguimento* (em meses) ou Obito, considerando-se como
SG evento o 6bito por qualquer etiologia. Razdes para censura
incluem: término do seguimento (paciente vivo) ou perda de
seguimento.

Intervalo entre a data da RC e a data da recidiva (em
meses), Ultimo seguimento ou Obito, considerando-se
eventos a recidiva. Razfes para censura incluem: término do
SLD seguimento (paciente vivo e sem progressado de doenca) ou
perda de seguimento. Esta curva s6 péde ser calculada em
pacientes que tenham obtido RC na primeira linha de
tratamento.

Calculada como o tempo transcorrido entre o diagndstico e o
momento da progressao, recidiva, o Ultimo seguimento ou
Obito (em meses), considerando-se como eventos PD ou
SLp recidiva. Esta curva sé pdde ser calculada em pacientes que
receberam pelo menos algum tipo de tratamento oncoldgico.
Razbes para censura incluem: término do seguimento
(paciente vivo e sem progressdo de doenca) ou perda de
seguimento.

Definida como auséncia de resposta (completa ou parcial) a

Refratariedade | 77" "% °
primeira linha de tratamento.

Definida como PD ap6s uma RC na primeira linha de
tratamento.
*Se a Ultima data de seguimento conforme registro no prontuario foi inferior a data de censura

de coleta de dados (01/12/2017), os pacientes tiveram seus status (vivo/morto) confirmados por
via telefdnica, quando possivel, o mais proximo possivel da data de censura. 212213

Recidiva

Quadro 4 - Definicbes das Curvas de Sobrevida, Refratariedade e Recidiva

Para determinar o melhor ponto de corte de positividade de expressao
proteica por IHQ, utilizaram-se estimativa de sensibilidade e especificidade nos
pontos de cortes previamente estabelecidos de 0%, 25%, 50%, 75% e 100%
por Curvas de ROC (Receiver Operator Characteristic Curve) 214215,

Algumas amostras apresentaram expressdao génica normatizada de
valor zero considerando-se até cinco casas decimais, 0 que correspondeu a
auséncia absoluta de expressao. Estas amostras tiveram reacdes de rt-PCR
repetidas, confirmando-se os resultados iniciais. Por tratar-se de auséncia
absoluta de expressdo génica, tornou-se impossivel proceder ao calculo

logaritmico, dado que log 0 = menos infinito, para estas amostras. Desta forma,
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a categorizacdo da expressao génica em varidvel quantitativa levaria a
exclusdo de varias amostras, diminuindo ainda mais o tamanho amostral, além
de excluirem-se pacientes com expressao génica ausente, o que poderia
influenciar na interpretacdo das associacdes. Para evitar a exclusdo destas
amostras nas analises, optou-se por transformar a expressao génica em
variavel categodrica ao determinar o melhor ponto de corte de positividade da
expressao génica normatizada com o uso de estimativas de sensibilidade e
especificidade por Curvas de ROC (Receiver Operator Characteristic
Curve)?14:215,

Baseado nos pontos de corte estabelecidos obtidos através das Curvas
de ROC, foi feito um teste de concordancia (correlacdo) entre a expressao
génica e a expressdo proteica (relacionados ao RT-gPCR e IHQ,
respectivamente). O Coeficiente de Youden permite avaliar a performance dos
testes diagnosticos. Coeficiente de Youden com valor zero corresponde a
mesma proporcdo de testes positivos no grupo controle e no grupo com
doenca; Coeficiente de Youden com valor de 1 corresponde a auséncia de
Falsos Positivos e Falsos Negativos. O Coeficiente de Youden, porém, ignora a
associacao entre a sensibilidade e a especificidade do teste, podendo levar a
achados erroneos 2. O Coeficiente de Kappa é mais frequentemente utilizado
e permite avaliar o desempenho dos testes diagndsticos com maior

acuracia?’?18, A classificacéo subjetiva por Kappa encontra-se na Tabela 5.

Tabela 5 - Classificagdo Subjetiva por Kappa

Valor Interpretagdo da Associacéo
<0,00 pobre (poor)

0,01 <valor < 0,20 ligeira (slight)

0,21 <valor < 0,40 fraca (fair)

0,41 < valor < 0,60 moderada (moderate)

0,61 < valor < 0,80 substancial (substantial)

0,81 < valor < 1,00 guase perfeita (almost perfect)

1,00 perfeita (perfect)




5 RESULTADOS

5.1 Casuistica

Entre 01 de janeiro de 1995 e 31 de dezembro de 2016, 51 pacientes
tiveram registro de “linfoma com acometimento em SNC” conforme
demonstrado na Figura 4. Dois pacientes ndo tinham blocos teciduais
disponiveis. Ap0Os a revisao histopatologica, catorze pacientes 14/49 (28,5%)
foram excluidos por ndo apresentarem diagnéstico compativel com LPSNC
LNHDGCB CD20+. Trinta e cinco (68,2%) do total de pacientes foram incluidos

no estudo.

51 pacientes com diagndstico de Linfoma com “acometimento em SNC”

2 pacientes excluidos- sem bloco tumoral
histopatoldgico disponivel

49 pacientes com diagndstico de Linfoma “com acometimento em SNC" e bloco
tumoral histopatoldgico disponivel

:I; 14 pacientes excluidos- revisio tumoral

histopatologica com diagndstico diferente de
LPSNC LNHDGCB

35 pacientes inclufdos

Figura 4 - Fluxograma da excluséo

A data de censura de coleta dos dados foi 01 de dezembro de 2017 com
mediana de tempo de seguimento de 41 meses (1,1- 171,8). O tempo de
seguimento foi calculado entre a data de diagndstico e a data de Obito (em
meses) ou a Ultima data de seguimento (conforme registro em prontuario
meédico).

A mediana de idade ao diagndstico foi de 62 anos (26,2-83,9). Vinte e
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seis (74,2%) pacientes evoluiram a 6bito até a data da censura. A causa mortis

nao se encontrava disponivel nos prontudrios, portanto ndo pode ser coletada.
A mediana de tempo de seguimento entre os pacientes vivos foi de 69,4

meses (16,1- 171,8 meses) e dos pacientes que evoluiram a ébito foi de 26,6

meses (1,1- 92,4 meses), conforme demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6 - Tempos de seguimento

Status em 01/12/2017

Variavel Geral (%/n) ) .
Vivo (%/n) Obito (%/n)
Numero Total de Pacientes
% (n) 100 (35) 25,71 (9) 74,2 (26)
Tempo de Seguimento
(meses)

média (dp) 43,8 (39,18) 77,5(50,11) 32,2(27,10)
1°g;mediana;3°q 7,7:41,0:66,3 38,1:69,4:111,3 6,2:26,6:53,7
min ; max 1,1:171,8 16,1:171,8 1,1:92/4

Intervalo de Tempo entre Diagnostico
e Obito (meses)

média (dp) - - 32,2 (27,10)
1°g;mediana;3°q - - 6,2:26,6:53,7
min ; max - - 1,1:92,4

Intervalo de Tempo entre Diagnostico
e Ultima Consulta (meses)

média (dp) - 77,5(50,11) -
1°g;mediana;3°q - 38,1:69,4:111,3 -
min ; max - 16,1:171,8 -

5.2 Caracteristicas clinico-laboratoriais ao diagnoéstico

A mediana de idade ao diagndstico foi de 62 anos (26,2 a 83,9 anos). A
maioria dos pacientes era do sexo feminino (57,1%), apresentava
acometimento de regides profundas de SNC (77,1%), citologia oncoética
negativa no LCR (91,4%) e PS inicial 0,1 ou 2 na primeira consulta no Servi¢co
de Hematologia (57,2%). Com relagdo ao IPI modificado, 20% apresentavam
IPI baixo (0+1), 48,6% apresentavam IPl intermediario (2+3) e 31,4%



58

apresentavam alto risco (4+5). As caracteristicas clinicas dos pacientes

encontram-se na Tabela 7.

As caracteristicas clinico-laboratoriais por paciente encontram-se no

Anexo A.

Tabela 7 - Caracteristicas clinico-laboratoriais dos pacientes selecionados

(continua)

Variavel

Geral (%/n)

Numero total de pacientes

Idade ao Diagndéstico (anos)
média (dp)
1°g;mediana;3°q
min ; max
<60 anos
>60 anos

Sexo

masculino
feminino

Acometimento de Regides Profundas

nao
sim
Citologia LCR
citologia negativa
citologia positiva
desconhecido
Presenca de HIC ao Diagndstico
nao
sim
P.S. Inicial

A WO N O

100% (35)

60,1 (15,22)
49,8:62,0:72,9

26,2 : 83,9
45,7% (16)
54,3% (19)

42,9% (15)
57,1% (20)

22,9% (8)
77,1% (27)

91,4% (32)
5,7% (2)
2,9% (1)

71,4% (25)
28,6% (10)

8,6% (3)
25,7% (9)
22,9% (8)
37,1% (13)

5,7% (2)
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Tabela 7 - Caracteristicas clinico-laboratoriais dos pacientes selecionados
(concluséo)

Variavel Geral (%/n)
Numero total de pacientes

100% (35)
RISCO IPI Modificado para LPSNC

Baixo (0+1) 20% (7)
intermediario (2+3) 48,6% (17)
alto (4+5) 31,4% (11)

5.3 Tratamentos oncolégicos e resposta clinica

Com relacdo as linhas de tratamento oncoldgico com intuito curativo,
observou-se que (Figura 5):

e 94,3% receberam pelo menos uma linha de tratamento (33/35);

e 28,6% receberam uma segunda linha de tratamento (10/35);

e 14,3% receberam uma terceira linha de tratamento (5/35);

e 5,7% receberam uma quarta linha de tratamento (2/35) e

e 2,9% receberam uma quinta linha de tratamento oncologico (1/35).

A maioria dos pacientes (51,4%;18/35) apresentou PD em algum
momento da sua histéria clinica, porém apenas 28,6% submeteram-se a nova
linha de tratamento. As caracteristicas da primeira e da segunda linha de
tratamento oncologico encontram-se nas Secdes 5.3.1 e 5.3.2. A maioria dos
pacientes (61%;21/35) recebeu radioterapia, em especial como consolidacao
(76%;16/21) ou terapia Unica (24%;5/21). Nenhum paciente foi submetido a
TMO.



CASOS

CONFIRMADOS

DE LPSNC

TTO1

35(100%) pac

Sim

Niao

33 (94.3%) pac

2 (5,7%) pac

60

NPD 1

15 (42.8%) pac

PD1
18 (51.4%) pac

Sim Niao
TTO2 10 (28,6%) pac 8 (22.8%) pac

8 (22,8%) pac

Sim Niao
TTO3 5 (14,3%) pac 3 ( 8,6%) pac

NPD 3
0 (0.0%) pac

5 (14,3%) pac

TTO 4 2 (5,7%) pac 3 ( 8,6%) pac

NPD 4
0 (0.0%) pac

PD4
2 (5,7%) pac

AN

Sim Nao
TTOS 1 (2,9%) pac 1 (2.9%) pac

NPD 5
1(2.9%) pac

PDS
0 (0,0%) pac

Legenda: Pac= Paciente/ / TTO 1= Primeira Linha de Tratamento/ TTO 2= Segunda Linha de
Tratamento/ TTO 3= Terceira Linha de Tratamento/ TTO 4 =Quarta Linha de Tratamento/ TTO
5= Quinta Linha de Tratamento PD 1= Primeira Progressédo de Doenca/ PD 2= Segunda
Progressédo de Doencga/ PD 3= Terceira Progresséo de Doenca/ PD 4= Quarta Progresséo de
Doenca/ PD 5= Quinta Progressao de Doenca / NPD 1= Auséncia de Progressdo de Doenca
apos a Primeira Linha de Tratamento/ NPD 2= Auséncia de Progressdo de Doenca apds a
Segunda Linha de Tratamento/ NPD 3= Auséncia de Progressao de Doenca ap0s a Terceira
Linha de Tratamento/ NPD 4= Auséncia de Progressao de Doenca ap6s a Quarta Linha de
Tratamento/ NPD 5= Auséncia de Progressdo de Doenga apds a Quinta Linha de Tratamento

Figura 5 - Numero de linhas de tratamento oncologico
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5.3.1 Primeira Linha de Tratamento Oncoldgico com Intuito Curativo

Quase todos os pacientes foram submetidos a primeira linha de
tratamento oncoldgico (94,3%;33/35), sendo a quimioterapia baseada em HD-
MTX a opcao terapéutica mais utilizada (84%;28/33), seguida de radioterapia
isolada (16%;5/33), com mediana de duracéo de tratamento de 4 meses e taxa
de resposta global (TRG) de 72,8%. Dois pacientes ndao foram submetidos a
nenhuma linha de tratamento, pois ndo tinham condic¢des clinicas. Assim, para
estes foi realizado tratamento paliativo. Nenhum paciente recebeu tratamento
oncolégico com anti-CD20 (rituximab) em primeira linha, pois nao estava
disponibilizado no Sistema Unico de Satde (SUS).

A maioria dos pacientes obteve RC (45,5%;15/33) a terapia de primeira
linha, 27,3% (9/33) obtiveram RP e 27,3% (9/33) apresentaram PD. A taxa de
refratariedade foi de 27,3% (9/33) (Tabela 8 e Gréfico 1). Apesar da alta taxa
de resposta, a maioria dos pacientes apresentou PD em algum momento apds
a primeira linha de tratamento (54,5%;18/33). O Anexo B apresenta

informacdes sobre a primeira linha de tratamento oncoldgico.

Tabela 8 - Taxas de resposta global, parcial, completa e refratariedade a
primeira linha de tratamento oncolégico

Variavel Numero de pacientes Taxa
Taxa de Resposta Completa 15/33 45,5%
Taxa de Resposta Parcial 9/33 27,3%
Taxa de Resposta Global * 24/33 72,8%
Taxa de Refratariedade 2 9/33 27,3%
Taxa de Recaida apés RC 3/15 20%

@ corresponde a soma da RP + RC;
@ corresponde a fracdo de pacientes submetidos ao tratamento que apresentaram PD ou DE
durante ou ao término do tratamento;
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Resposta Completa Resposta Parcial Progressdo de Doencga

Gréfico 1 - Taxas de Resposta a Primeira Linha de Tratamento Oncologico

5.3.2 Segunda Linha de Tratamento Oncolégico com Intuito Curativo

Dos 18 pacientes que apresentaram PD, a maioria (55,55%;10/18) foi
submetida a uma segunda linha de tratamento, com mediana de duragédo de
tratamento de dois meses. Aos pacientes sem condicdes clinicas de tratamento
curativo, foi oferecido tratamento paliativo. Apesar da alta taxa de resposta
apos término do tratamento (60%;6/10), a maioria dos pacientes evoluiu com
PD em algum momento (80%;8/10), conforme Tabela 9.

Tabela 9 - Taxas de resposta global, parcial, completa e refratariedade a
segunda linha de tratamento oncoldgico

Variavel Numero de pacientes Taxa

Taxa de Resposta Completa 2/10 20,00%
Taxa de Resposta Parcial 4/10 40,00%
Taxa de Resposta Global 6/10 60,00%

Taxa de Refratariedade 4/10 40,00%
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5.4 Expresséao Proteica

Os resultados obtidos para a pesquisa de expressao proteica por IHQ
estédo disponibilizados na Tabela 10. A célula de origem (COO) foi classificada
de acordo com os critérios de Hans 0. Apenas 34% (12/35) dos casos
puderam ser caracterizados, sendo 75% (9/12) classificados como ndo-GCB.
Anti-CD3 foi realizado em 91,4% (32/35) dos casos, sendo a maioria (87,5%)
positivo em linfocitos reacionais infiltrativos. A pesquisa de Ki67 foi realizada
em 82,9% (29/35) dos casos e todos apresentaram indice de positividade >
70%. N&o foi possivel realizar reacfes de IHQ adicionais devido a escassez do

material.

Tabela 10 - Descricdo das revisdes das reacdes de imuno-histoquimica
disponiveis

Variavel Geral (%/n)

NUmero Total de Pacientes

100% (35)

anti-CD20
negativo 0% (0)
positivo 100% (35)
anti-CD3
negativo 80% (28)
positivo 11,4% (4)
nao avaliado 8,6% (3)
anti-BCL6
negativo 22,9% (8)
positivo 17,1% (6)
nao avaliado 60% (21)
anti-MUM1
negativo 8,6% (3)
positivo 25,7% (9)
nao avaliado 65,7% (23)
COO Subtipo
GCB 11,4% (4)
ndo -GCB 31,4% (11)

nao avaliado 57,1% (20)
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Os resultados disponiveis encontram-se na Tabela 11.

A pesquisa da proteina MYC foi realizada em 94,3% (33/35) dos
pacientes, dos quais a maioria apresentou valor > 50% (21/33;63,6%). BCL2 foi
pesquisado em 91.4% (32/35), com resultado > 50% na maioria dos casos
(27/32;84,5%). A proteina LMO2 foi pesquisada em 91,4% (32/35), em cuja
maioria resultou ndo reativa (13/32;40,6%). A proteina MGMT foi realizada em
88,6% (31/35), sendo negativo em todos 0s casos. A expressao proteica de
POUZ2F1 foi realizada em 94,3% (33/35), com resultado > 75% na maiotia dos
casos (30/33;93,9%). A proteina PDCD1 foi pesquisada em 94,3%(33/35),
sendo a maioria n&o reativa (30/33;90,9%).

Tabela 11 - Resultados das reacdes de imuno-histoquimica das proteinas de
interesse

Variavel Geral (%/n)
NUmero Total de Pacientes

100% (35)

anti-MYC
0%-50% 34,2% (12)
51%-100% 60% (21)
nao disponivel 5,8% (2)
anti-BCL2
0%-50% 14,2% (5)
51%-100% 80% (28)
nao disponivel 5,8% (2)
anti-LMO2
0%-25% 40% (14)
26%-100% 51,4% (18)
nao disponivel 8,6% (3)
anti-MGMT
negativo 88,6% (31)
positivo 0,0%
nao disponivel 11,4% (4)
anti-POU2F1
negativo 0,0%
positivo 94,2% (33)
nao disponivel 5,8% (2)
anti-PDCD1
negativo 85,7% (30)
positivo 8,6% (3)

nao disponivel 5,7% (2)
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5.5 Expresséo Génica

A expresséo absoluta génica dos genes MYC, BCL2, LMO2, MGMT,
POU2F1, PDCD1 e BCL6 foi avaliavel em, respectivamente, 60%, 60%, 60%,
60%, 65,7%, 60% e 65,7% dos casos (Tabela 12). Os resultados da expressao
normatizada dos genes de interesse por paciente encontram-se no Anexo C.
Foram realizados testes comparativos para todas as variaveis entre a amostra
total (n=35) e a subamostra contendo apenas pacientes com expressao génica

avalidvel. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas

entre a amostra total e a subamostra (Anexo D).

Tabela 12 - Amplificacdo normatizada dos genes de interesse

(continua)

Variavel

Geral (%/n)

NUmero Total de Pacientes

GENE MYC
numero de amostras amplificadas
meédia (dp)
1°qg;mediana;3°q
min ; max
<0,201041 (n)
>0,201041 (n)
TOTAL (n)
GENE BCL2

namero de amostras amplificadas

média (dp)
1°g;mediana;3°q
min ; max
<0,3516 (n)
>0,3516 (n)
TOTAL (n)

100% (35)

21
0,201 (0,1778 )
0,015 : 0,201 : 0,322
0,000 : 0,641
47,6% (10)
52,4% (11)
100% (21)

21

0,906 (1,2381 )
0,110: 0,564 : 1,192
0,000 : 5,566
38,0% (8)
62,0% (13)
100% (21)
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Tabela 12 - Amplificacdo normatizada dos genes de interesse

(continuacéo)

Variavel

Geral (%/n)

NUmero Total de Pacientes

GENE LMO2
numero de amostras amplificadas
média (dp)
1°g;mediana;3°q
min ; max
<0,689232 (n)
>0,689232 (n)
TOTAL (n)

GENE MGMT
numero de amostras amplificadas
média (dp)
1°g;mediana;3°q
min ; max
<0,335666 (n)
>0,335666 (n)
TOTAL (n)

GENE POU2F1

numero de amostras amplificadas
média (dp)
1°g;mediana;3°q
min ; max
<1,44819 (n)
21,44819 (n)
TOTAL (n)

100% (35)

21
3,877 (5,0025)
0,296 : 1,636 : 6,850
0,000 : 17,506
33,3% (7)
66,7% (14)
100% (21)

21
0,760 (2,2315)
0,000 : 0,000 : 0,277
0,000 : 10,072
76,2% (16)
23,8% (5)
100% (21)

23
1,748 (2,0030)
0,000 : 1,448 : 2,828
0,000 : 6,301
47,8% (11)
52,2% (12)
100% (23)



Tabela 12 - Amplificacdo normatizada dos genes de interesse

(concluséao)

Variavel

Geral (%/n)

NUmero Total de Pacientes

GENE PDCD1
numero de amostras amplificadas
média (dp)
1°g;mediana;3°q
min ; max
<2,00938 (n)
>2,00938 (n)
TOTAL (n)

GENE BCL6

numero de amostras amplificadas
média (dp)
1°g;mediana;3°q
min ; max
<2,73477 (n)
>2,73477 (n)
TOTAL (n)

100% (35)

21
1,324 (2,4693 )
0,000 : 0,000 : 1,870
0,000 : 9,215
76,2% (16)
23,8% (5)
100% (21)

23
2,899 (2,6369)
0,648 : 2,716 : 3,787
0,000 : 9,091
47,8% (11)
52,2% (12)
100% (23)

5.6 Construcéo de Curvas de ROC (receiver operator characteristic curve,

em inglés)

5.6.1 Curvas de ROC para expressao proteica

Os resultados de IHQ para as proteinas de interesse foram quantificadas
em quartis. Curvas de ROC puderam ser construidas para as proteinas MYC,
BCL2 e LMO2 em relagdo a SG e a SLP. Para as demais proteinas, néo foi
possivel construir curvas de ROC devido ao excesso de auséncia de expressao
(MGMT e PD1) ou excesso de positividade (OCT1). Apés revisdo da literatura
para estas proteinas, optou-se por determinar como ponto de corte a auséncia

ou a presenca de expressao. Os pontos de corte selecionados foram aqueles
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com maior RV+ e menor RV-, podendo-se entdo transformar os resultados das
IHQ em varidveis categéricas dicotbmicas (menor ou maior / igual ao ponto de
corte). A Tabela 13 - apresenta os pontos de corte da IHQ utilizados com base
na construcdo das Curvas de ROC, conforme descrito na Secéo 4.9. As Curvas
de ROC para as proteinas MYC, BCL2 e LMO2 encontram-se,

respectivamente, nos Anexos E, F e G.

Tabela 13 - Revisao bibliografica dos pontos de corte da reacéo de imuno-
histoquimica das proteinas de interesse e pontos de corte
selecionados neste estudo

Proteina de 1 Ponto de corte
: Ponto de corte : )
interesse selecionado

MYC 50% 21° 50%

BCL2 409 219; 509 220 50%

LMO2 30% 164 25%

MGMT 5.100 29.175.221 Positivo versus

Negativo 4

POU2F1 Positivo versus Negativo 3222 Positivo _verius

Negativo
PDCD1 <1%; 1-10%; 11-25%; 26-50%; 51-75%, Positivo versus
>76%2%3 Negativo 45

(@) de acordo com os artigos descritos; @ de acordo com a metodologia da curva de ROC; @ presenca ou
auséncia de imunofixacdo nas células tumorais; “ >0 versus <0; ® analisado na membrana celular e
citoplasma

5.6.2 Curvas de ROC para expressao génica normatizada

Conforme descrito na Secao 4.9, utilizaram-se as curvas de ROC para
selecionar pontos de corte da expressdo génica normatizada a fim de
transformar esta variavel numérica em categorica dicotdmica. Desta forma, os
pacientes com auséncia absoluta de expressao génica puderam ser incluidos
nas analises, pois nao existe logaritmo de zero em qualquer base. Curvas de
ROC foram construidas para todos os genes normatizados para os desfechos

de SG e SLP, sendo selecionados os pontos de corte com maior RV+ e menor
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RV (Tabela 14). As curvas de ROC para a expressao génica normatizada dos
genes MYC, MGMT, PDCD1, BCL2, LMO2, POU2F1 e BCL6 encontram-se
nos Anexos H, I, J, K, L, M e N.

Tabela 14 - Pontos de corte da expressédo normatizada dos genes de interesse

Variavel Ponto de Corte Metodologia
MYC 20,201041 vs <0,201041 Curva de ROC
BCL2 20,3516 vs <0,3516 Curva de ROC
LMO2 20,689232 vs <0,689232 Curva de ROC
MGMT 20,335666 vs <0,335666 Curva de ROC
POU2F1 21,44819 vs <1,44819 Curva de ROC
PDCD1 22,00938 vs <2,00938 Curva de ROC
BCL6 22 73477 vs <2,73477 Curva de ROC

5.7 Curvas de Sobrevida

Conforme descrito na Tabela 6, a mediana de acompanhamento de toda
a coorte foi de 41 meses (minimo de 1,1 e maximo de 171,8 meses). A
mediana do intervalo de tempo entre o diagnéstico e o 6bito foi de 26,6 meses
(minimo de 1,1 e maximo de 92,4 meses). Até a data da censura, 26/35
pacientes tinham evoluido a 6bito. As constru¢des das curvas de SG, SLP e

SLD pelo método de Kaplan-Meier encontram-se no Anexo O.

5.7.1 Sobrevida Global

A SG mediana foi de 42,6 meses (IC95% 26,6-58,6 meses). A
probabilidade de SG em 24 meses foi 65,5%; a probabilidade de SG em 48
meses foi de 43,8% e a probabilidade de SG em 60 meses foi de 40,4%
(Gréfico 2).



1,0
0,9}
0,8}
0,7}
0,6/
0,5/
0,4
0,3}
0,2}
0,1}

Probabilidade de Sobrevida

0,0

Seguimento (meses)
num.de
pacientes 35 29 26 23 22 19 18 17 14

Grafico 2 - Curva de Sobrevida Global nos pacientes com LPSNC
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5.7.2 Sobrevida Livre de Doencga (12linha de tratamento)

A SLD mediana foi de 59,2 meses (IC95% 31,9- 86,6 meses). A curva
de Kaplan-Meier (Gréfico 3).
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Seguimento (meses)

num.de
pacientes

15 14 14 14 13 13 11 8 7 7 6

Grafico 3 - Curva de Sobrevida livre de doenca nos pacientes com LPSNC



72

5.7.3 Sobrevida Livre de Progresséo (12 linha de tratamento)

A SLP mediana foi de 41 meses (IC95% 19,7-62,4 meses). A
probabilidade de SLP em 24 meses foi de 63,6%, a probabilidade de SLP em
48 meses foi de 37,1% e a probabilidade de SLP em 60 meses foi de 25,9%
(Grafico 4).
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num.de
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Grafico 4 - Curva de Sobrevida livre de progressao nos pacientes com LPSNC
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5.8 Fatores de Progndstico para SG, SG 2 anos, SLD e SLP

5.8.1 Analise Univariada para SG e SG em 24 meses

Até a Ultima data de coleta de dados (01/12/2017), 74,3% (26/35)
evoluiram a 6bito e 25,7% (9/35) estavam vivos. Nove pacientes evoluiram a
Obito em até 1 ano apos o diagnostico e 12 pacientes evoluiram a Obito em até
2 anos apos o diagnaostico.

Com relacdo a Sobrevida Global, as variaveis idade >60 anos, IPI
modificado 22, P.S. 23, auséncia de tratamento com radioterapia, expressao
génica de MYC = 0,201041, BCL2 =251%, refratariedade a primeira linha de
tratamento e progressdo de doenca apdés a primeira linha de tratamento
estiveram associadas a pior prognéstico, com diferenca estatisticamente
significante (p <0,1). Os valores de HR, 1IC95% e valor P (log-rank) encontram-
se na Tabela 15.

Com relagdo a SG em 2 anos, a P.S. 23, auséncia de tratamento com
radioterapia, expressdao génica de MYC = 0,201041, LMO2 <25%,
refratariedade a primeira linha de tratamento e progressao de doenca apés a
primeira linha de tratamento estiveram associadas a pior prognostico, com
diferenca estatisticamente significante (p <0,1). Os valores de HR, IC95% e

valor P (log-rank) encontram-se na Tabela 16.



Tabela 15 - Andlise univariada de Cox para SG
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Variaveis

HR (IC 95%)

valor p**

Idade (> 60 anos vss< 60 anos)

IPI modificado (2+3+4+5 vs 0+1)

P.S. (3+4 vs 0+1+2)

Radioterapia (Nao vs Sim)

COO (n&do-GCB vs GCB)

anti-CD3 (Negativo vs Positivo)
anti-MYC (51-100% vs 0-50%)
anti-BCL2 (51-100% vs 0-50%)
anti-LMO2 (0-25% vs 26-100%)
anti-MGMT (1-100% vs 0%)#
anti-PDCD1 (1-100% vs 0%)
anti-POU2F1 (1-100% vs 0%)*

gene MYC (20,201041 vs <0,201041)
gene BCL2 (20,3516 vs <0,3516)
gene LMO2 (<0,689232 vs 20,689232)
gene MGMT (=0,335666 vs <0,335666)
gene POU2F1 (<1,44819 vs 21,44819)
gene PDCD1 (<2,00938 vs =2,00938)
gene BCL6 (<2,73477 vs 22,73477)
Refratariedade (Sim vs N&o)

PD apo6s 1 linha tratamento (Sim vs N&o)

2,466 (1,091;5,573)
3,564 (1,055;12,036)
7,005 (2,671;18,37)
3,413 (1,516;7,683)
1,877 (0,397;8,882)
4,464 (0,6;33,229)
1,186 (0,502;2,802)
3,559 (0,833;15,196)
1,67 (0,736;3,793)

0,516 (0,12:2,215)

6,117 (1,617;23,149)
1,934 (0,652;5,739)
2,099 (0,747;5,895)
1,793 (0,546;5,894)
1,179 (0,453;3,067)
1,539 (0,34;6,965)
0,952 (0,356;2,543)

28,272 (5,823;137,272)

3,248 (1,33;7,932)

0,025
0,029
<0,001
0,002
0,417
0,109
0,696
0,067
0,215

0,364

0,003
0,227
0,151
0,331
0,735
0,573
0,922
<0,001
0,006

# Nao pode ser calculado, pois todos os pacientes tinham anti-MGMT 0%

* Nao pode ser calculado, pois todos os pacientes tinham anti-POU2F1 100%

** em vermelho: valores com diferenca estatisticamente significante valor p<0,05/ em negrito:
valores com diferenga estatisticamente significante 0,10= valor p>0,05

*** Since coefficients did not converge, no further models will be fitted.
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Tabela 16 - Analise univariada de Cox para SG em 2 anos

Variaveis HR (IC 95%) valor p**
Idade (> 60 anos vs< 60 anos) 2,025 (0,609;6,742) 0,239
IPI modificado (2+3+4+5 vs 0+1) 3,388 (0,437;26,273) 0,214
P.S. (3+4 vs 0+1+2) 5,851 (1,568;21,83) 0,003
Radioterapia (Nao vs Sim) 2,874 (0,908;9,095) 0,060
COO (n30-GCB vs GCB) 0,973 (0,196;4,832) 0,973
anti-CD3 (Negativo vs Positivo) 1,616 (0,207;12,636) 0,643
anti-MYC (51-100% vs 0-50%) 0,473 (0,152;1,478) 0,187
anti-BCL2 (51-100% vs 0-50%) 2,087 (0,269;16,182) 0,470
anti-LMO2 (0-25% vs 26-100%) 8,131 (1,737,38,068) 0,002
anti-MGMT (1-100% vs 0%)#

anti-PDCD1 (1-100% vs 0%) 0,877 (0,113;6,803) 0,900

anti-POU2F1 (1-100% vs 0%)*
gene MYC (20,201041 vs <0,201041) 3,597 (0,723;17,888) 0,095

gene BCL2 (20,3516 vs <0,3516 ) 2,187 (0,44;10,863) 0,326
gene LMO2 (<0,689232 vs 20,689232) 2,173 (0,542;8,704) 0,261
gene MGMT (20,335666 vs <0,335666 ) 2,958 (0,689;12,704) 0,127
gene POU2F1 (<1,44819 vs 21,44819) 1,528 (0,41;5,7) 0,523
gene PDCD1 (<2,00938 vs =2,00938) 2,354 (0,289;19,145) 0,409
gene BCL6 (<2,73477 vs 22,73477 ) 1,294 (0,347;4,821) 0,699
Refratariedade (Sim vs N&o) 20,955 (4,349;100,967) <0,001

PD apo6s 1 linha tratamento (Sim vs Nao) 4,053 (0,859;19,116) 0,055

# N&o pode ser calculado, pois todos os pacientes tinham anti-MGMT 0%

* Nao pode ser calculado, pois todos os pacientes tinham anti-POU2F1 100%

** em vermelho: valores com diferenca estatisticamente significante valor p<0,05/ em negrito:
valores com diferenca estatisticamente significante 0,10= valor p>0,05

*** Since coefficients did not converge, no further models will be fitted.
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5.8.2 Analise Univariada para SLD

Até a ultima data de coleta de dados (01/12/2017), a maioria dos
pacientes recebeu algum tipo de primeira linha de tratamento oncologico (94%;
33/35), com taxa de resposta completa de 45,5% (15/33) e de recaida apos
resposta completa de 20% (2/15). Com relacdo a SLD, a idade >60 anos, IPI
modificado 22, P.S. =3, auséncia de tratamento com radioterapia estiveram
associados a pior prognostico, com diferenca estatisticamente significante (p

<0,1). Os valores de HR, IC95% e valor P (log-rank) encontram-se na Tabela

17.

Tabela 17 - Analise univariada de Cox para SLD

(continua)
Variaveis HR (IC 95%) valor p**
Idade (> 60 anos vs< 60 anos) 3,333 (0,773;14,376) 0,088
IPI modificado (2+3+4+5 vs 0+1) 0,177 (0,021,1,489) 0,076
P.S. (3+4 vs 0+1+2) 10,272 (1,807;58,393) 0,002
Radioterapia (Nao vs Sim) 4,126 (0,966;17,623) 0,039
COO (n&o-GCB vs GCB) * NA
anti-CD3 (Negativo vs Positivo) 0,894 (0,105;7,573) 0,918
anti-MYC (51-100% vs 0-50%) 1,392 (0,279;6,935) 0,687
anti-BCL2 (51-100% vs 0-50%) ok NA
anti-LMO2 (0-25% vs 26-100%) ok NA
anti-MGMT (1-100% vs 0%)#
anti-PDCD1 (1-100% vs 0%) ok NA
anti-POU2F1 (1-100% vs 0%)*
gene MYC (20,201041 vs <0,201041) 2,924 (0,26;32,934) 0,364
gene BCL2 (20,3516 vs <0,3516 ) 1,423 (0,126;16,043) 0,774
gene LMO2 (<0,689232 vs =0,689232) 0,237 (0,021;2,674) 0,207
gene MGMT (=0,335666 vs <0,335666 ) il NA
gene POU2F1 (<1,44819 vs 21,44819) 1,732 (0,235;12,783) 0,586
gene PDCD1 (<2,00938 vs 22,00938) il NA
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Tabela 17 - Analise univariada de Cox para SLD (concluszo)

Variaveis HR (IC 95%) valor p**
gene BCL6 (<2,73477 vs 22,73477 ) 4,472 (0,279;71,807) 0,247
Refratariedade (Sim vs N&o) NA

PD apés 1 linha tratamento (Sim vs Nao) 2,697 (0,489;14,86) 0,236

# Nao pode ser calculado, pois todos os pacientes tinham anti-MGMT 0%

* N&o pode ser calculado, pois todos os pacientes tinham anti-POU2F1 100%

** em vermelho: valores com diferenga estatisticamente significante valor p<0,05/ em negrito:
valores com diferenga estatisticamente significante 0,102 valor p>0,05

*** Since coefficients did not converge, no further models will be fitted.

5.8.3 Analise Univariada para SLP

Até a ultima data de coleta de dados (01/12/2017), a maioria dos
pacientes recebeu algum tipo de primeira linha de tratamento oncoldgico (94%;
33/35), com taxa de resposta global de 72,7% (24/33), porém a maioria dos
pacientes apresentou PD em algum momento apés RP ou RC (75%; 18/24).

Com relacdo a SLP, idade >60 anos, IPl modificado 22, P.S. 23,
auséncia de tratamento com radioterapia, expressdao génica de MYC =2
0,201041, BCL2 =51%, expressdao génica de LMO2 <0,689232, expressao
génica de MGMT 20,335666, refratariedade a primeira linha de tratamento e
progressdo de doenca apOs a primeira linha de tratamento estiveram
associados a pior progndstico, com diferenca estatisticamente significante (p
<0,1). Os valores de HR, IC95% e valor P (log-rank) encontram-se na Tabela
18.



Tabela 18 - Analise univariada de Cox para SLP
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Variaveis HR (IC 95%) valor p**
Idade (> 60 anos vs < 60 anos) 2,857 (1,239;6,589) 0,010
IPI modificado (2+3+4+5 vs 0+1) 4,151 (1,193;14,446) 0,001
P.S. (3+4 vs 0+1+2) 3,951 (1,651;9,454) 0,001
Radioterapia (Nao vs Sim) 2,281 (1,027;5,067) 0,037
COO (ndo-GCB vs GCB) 3,225 (0,391;26,588) 0,248
anti-CD3 (Negativo vs Positivo) 4,386 (0,588;32,746) 0,115
anti-MYC (51-100% vs 0-50%) 1,519 (0,6;3,85) 0,374
anti-BCL2 (51-100% vs 0-50%) 3,376 (0,784;14,534) 0,083
anti-LMO2 (0-25% vs 26-100%) 1,677 (0,715;3,935) 0,229
anti-MGMT (1-100% vs 0%)#

anti-PDCD1 (1-100% vs 0%) 0,838 (0,196;3,583) 0,811
anti-POU2F1 (1-100% vs 0%)*

gene MYC (20,201041 vs <0,201041) 3,96 (1,192;13,147) 0,016
gene BCL2 (20,3516 vs <0,3516 ) 1,98 (0,651;6,021) 0,221
gene LMO2 (<0,689232 vs 20,689232) 2,718 (0,87;8,493) 0,073
gene MGMT (=0,335666 vs <0,335666) 3,749 (0,879;15,993) 0,056
gene POU2F1 (<1,44819 vs 21,44819) 0,909 (0,334;2,477) 0,852
gene PDCD1 (<2,00938 vs 22,00938) 1,762 (0,389;7,979) 0,456
gene BCL6 (<2,73477 vs 22,73477) 0,815 (0,301;2,211) 0,687
Refratariedade (Sim vs Nao) 75,672 (8,96;638,734) <0,001
PD apo6s 1 linha tratamento (Sim vs N&o) 5,425 (2,094;14,053) <0,001

#N&o pode ser calculado, pois todos os pacientes tinham anti-MGMT 0%
*N&o pode ser calculado, pois todos os pacientes tinham anti-POU2F1 100%

** em vermelho: valores com diferenga estatisticamente significante valor p<0,05/ em negrito: valores com

diferenca estatisticamente significante 0,10= valor p>0,05
*** Since coefficients did not converge, no further models will be fitted.
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5.8.4 Testes de Log-Rank: graficos por varidveis analisadas
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a) Teste de Log-Rank para SG
HR (IC95%)= 3,564 (1,055; 12,036)

b) Teste de Log-Rank para SLD
HR (IC95%)= 0,177 (0,21; 1,489)

c) Teste de Log-Rank para SLP
HR (IC95%)=4,151 (1,193; 14,446)

Grafico 6 - Teste de Log-rank — Variavel: IPI modificado (2+3+4+5 vs 0+1)
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d) Teste de Log-Rank para SLP
HR (IC95%)= 3,951 (1,651; 9,454)

Grafico 7 - Teste de Log-rank — Variavel: Performance Status (3+4 vs 0+1+2)
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d) Teste de Log-Rank para SLP
HR (IC95%)= 2,281 (1,027; 5,067)

Gréfico 8 - Teste de Log-rank — Variavel: Radioterapia (N&o realizada vs

Realizada)
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b) Teste de Log-Rank para SLP
HR (IC95%)= 3,376 (0,784 14,534)

Gréfico 9 - Teste de Log-rank — Variavel: Anti-BCL2 (51-100% vs 0-50%)
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Gréfico 10 - Teste de Log-rank — Variavel: anti-LMO2 (0-25% vs =226%)



1,0
0.9
0.8
0.7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
01

Probabilidade de Sobrevida

I

0,0
0

. de
pacientes

6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
Seguimento (meses)

<0,201 10 9 9 7 7 7 7 6 6 6 6

> ou=0201 11

7 6 6 5 3 2 2 1 1 1
Valor -p Exp-MYC

Log Rank 0,003 m-= 0,201
Breslow 0011 - oy = 0,201
Tarane-Ware 0006 '
1.0
0.9
2
s 0.8
507 |
@
® 0,6
o 0.5
k-]
% 04
Zo03
3
2 0,2
[
0.1
0.0
1] 3 6 9 12 15 18 21 24
oomds Seguimento (meses)
cientes
<21 10 10 9 o 8 8 1 T 1
>ou=0,201 11 9 T 6 6 6 6 6 5
Valor - p Exp-MYC
Log Rank 0095 - = 0,201
Breslow 0,081 =->ou = 0201
Tarone-Ware 0087
1.0 |
0.9
208l |
=08
2
5 0.7 ‘
@
2 0,6
o 0.5
=
% 0
203
3
20,2
o
0.1
0,0
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 €0
o e Seguimento (meses)
pacientes
20,201 9 ) 9 T 7 6 ] 4 4 4 4
seu=0201 10 7 5 5 4 3 2 2 2 0 1]
Valor-p Exp-MYC
Log Rank a.018 - 0,201
Breslow 0,020 -=-> ou=0,201
Tarane-Ware 0016

84

a) Teste de Log-Rank para SG
HR (IC95%)= 6,117 (1,617, 23,149)

b) Teste de Log-Rank para SG 24 meses
HR (IC95%)= 3,597 (0,723; 17,888)

c) Teste de Log-Rank para SLP
HR (IC95%)= 3,96 (1,192; 13,147)

Gréfico 11 - Teste de Log-rank — Variavel: Gene MYC (20,201041 vs

<0,201041)
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HR (IC95%)= 2,718 (0,87; 8,493)

Grafico 12 -

1,0
0.9
0,8
0.7
0,6
0,5
0.4
0,3
0,2
01

Probabilidade de Sobrevida

Teste de Log-rank — Variavel: Gene LMO2 (<0,689232 vs
>0,689232)

0,0
0

e
pacientes

< 0,336 15
>ou=0336 4

Log Rank
Breslow
Tarane-Wa

6 12 18 24 30 36 42 48 54 &0

Seauimemto Imeses)
Seguimento (meses)
12

14 12 11 £ E -} 5 4 4
2 2 1 1 1] 1] 1] 0 0 0
Valor-p Exp-MGMT
0,056 --< 0,336
0054 - ou= 0,336
ie 0061

a) Teste de Log-Rank para SLP
HR (IC95%)=3,749 (0,879; 15,993)

Grafico 13 - Teste de Log-rank — Variavel: Gene MGMT (20,335666 vs

<0,335666)

85



86

5.9 Fatores de Prognéstico para Mortalidade até a data de censura e
Mortalidade em 2 anos ap0s o diagndéstico

5.9.1 Andlise Univariada

Andlises univariadas para Mortalidade Global e Mortalidade em 2 anos
foram realizadas para as variaveis estudadas, conforme demonstrado na
Tabela 19.

Com relacdo a Mortalidade Global, Idade >60 anos IPI modificado =2,
PS =3, auséncia de tratamento radioterapico, CD3 negativo, expressao génica
de MYC 20,201041,BCL2 >51%, expressao génica de PD1 =2,00938, PD apds
a 12 linha de tratamento estiveram associados com aumento de risco de 0Obito
durante o seguimento em analise univariada (p <0,1).

Com relacdo a Mortalidade em até 2 anos apds o diagndstico, auséncia
de tratamento radioterapico, LMO2 <25% e refratariedade a primeira linha de
tratamento (p=0,001) estiveram associados com maior risco de 6bito (risco de

morte em até 2 anos apos diagnostico) em analise univariada (p <0,1).



Tabela 19 - Andlise univariada para Mortalidade Global e Mortalidade em 2 Anos
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Obito em até 24 meses apds o

L Obito global e
Variaveis diagndstico
OR (IC 95%) valor p OR (IC 95%) valor p

Idade (> 60 anos vs< 60 anos) 6,61 (1,13-38,70) 0,027 2,18 (0,51-9,33) 0,295
IP1 modificado (2+3+4+5 vs 0+1) 6,13 (1,03-36,45) 0,036 3,88 (0,41-36,79) 0,219
P.S. (3+4 vs 0+1+2) 9,33 (1,02-85,70) 0,028 8,5 (1,71-42,28) 0,006
Radioterapia (Nao vs Sim) 8,00 (0,87-73,40) 0,043 2,74 (0,62-12,08) 0,182
COO (ndo-GCB vs GCB) 4,50 (0,37-54,16) 0,234 1,20 (0,12-11,87) 0,880
anti-CD3 (Negativo vs Positivo) 13,80 (1,18-161,72) 0,015 1,67 (0,15-18,22) 0,678
anti-MYC (51-100% vs 0-50%) 2,13 (0,42-10,75) 0,364 2,50 (0,57-10,93) 0,225
anti-BCL2 (51-100% vs 0-50%) 9,00 (1,13-71,96) 0,023 2,25 (0,47-10,78) 0,312
anti-LMO2 (0-25% vs 26-100%) 1,05 (0,19-5,69) 0,958 14,4 (2,31-89,94) 0,002
anti-MGMT (Positivo x Negativo) NA NA NA

anti-PDCD1 (Positivo x Negativo) 0,25 (0,01-4,60) 0,328 NA

anti-POU2F1 (Positivo x Negativo) NA NA NA

gene MYC (20,201041 vs <0,201041) 10,00 (0,91-110,29) 0,043 4,80 (0,68-33,80) 0,112
gene BCL2 (20,3516 vs <0,3516 ) 2,00 (0,29-13,74) 0,488 2,57 (0,37-17,83) 0,344
gene LMO2 (=0,689232 vs <0,689232) NA 0,046 0,30 (0,05-1,99) 0,215
gene MGMT (20,335666 vs <0,335666) 1,82 (0,16-20,71) 0,635 3,3(0,41-26,37) 0,259
gene POU2F1 (=1,44819 vs <1,44819) 1,13 (0,17-7,24) 0,903 0,60 (0,11-3,25) 0,561
gene PDCD1 (=2,00938 vs <2,00938) 0,15 (0,02-1,70) 0,082 0,32 (0,03-3,56) 0,352
gene BCL6 (22,73477 vs <2,73477) 0,44 (0,06-3,11) 0,419 0,60 (0,11-3,25) 0,561
Refratariedade (Sim vs Nao) NA 0,034 88,00 (6,99-1108,27) 0,001
PD apos 1 linha tratamento (Sim vs Nao) 19,43 (2,03-185,73) 0,003 5,20 (0,9-30,08) 0,057
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5.10 Fatores de Progndstico para Risco de Recaida e Refratariedade na

primeira linha de tratamento

5.10.1 Andalise Univariada

Em analise univariada, Idade > 60 anos foi associado a maior risco de
refratariedade a primeira linha de tratamento oncolégico com diferenca
estatisticamente significante (p <0,1). Idade >60 anos, IPI 22, CD3 negativo,
expressdo génica de MYC =20,201041, expressdo génica de PD1 =2,00938
estiveram associados a maior risco de recaida ap6s a primeira linha de
tratamento com diferenga estatisticamente significante (p <0,1), conforme

demonstrado na Tabela 20.



Tabela 20 - Andlise univariada para Refratariedade e Recaida

Refratariedade

Variaveis

OR (IC 95%) valor p OR (IC 95%) valor p
Idade (>60 anos vs < 60 anos) 9 (0,76-106,01) 0,067 12,44 (1,31-117,93) 0,012
IPI modificado (2+3+4+5 vs 0+1) 6,75 (0,53-86,56) 0,127 7,33 (1,17-46,05) 0,024
P.S. (3+4 vs 0+1+2) NA 0,031 NA NA
Radioterapia (N&o vs Sim) NA 0,031 5,5 (0,59-51,52) 0,112
COO (ndo-GCB vs GCB) NA NA 2(0,11-34,82) 0,644
anti-CD3 (Negativo vs Positivo) 4 (0,27-58,56) 0,309 12,62 (1,97-148,13) 0,021
anti-MYC (51-100% vs 0-50%) 1,17 (0,13-10,22) 0,893 4 (0,69-23,23) 0,115
anti-BCL2 (51-100% vs 0-50%) NA 0,008 5,75 (0,62-54,43) 0,102
anti-LMO2 (0-25% vs 26-100%) 1(0,07-14,64) 1 1,67 (0,28-10,09) 0,583
anti-MGMT (1-100% vs 0%) NA NA
anti-PDCD1 (1-100% vs 0%) NA NA
anti-POU2F1 (1-100% vs 0%) NA NA
gene MYC (=0,201041 vs <0,201041) 4,5 (0,25-80,57) -0,322 7,2 (0,62-83,35) 0,098
gene BCL2 (20,3516 vs <0,3516 ) 4,5 (0,25-80,57) 0,322 1,2 (0,15-9,77) 0,868
gene LMO2 (20,689232 vs <0,689232) NA 0,024 NA 0,085
gene MGMT (=0,335666 vs <0,335666) NA 0,371 1,09 (0,09-13,78) 0,948
gene POU2F1 (21,44819 vs <1,44819) 3(0,19-47,96) 0,453 0,86 (0,11-6,62) 0,885
gene PDCD1 (22,00938 vs <2,00938) NA 0,264 0,11 (0,01-1,15) 0,052
gene BCL6 (22,73477 vs <2,73477) 0,20 (0,01-3,66) 0,285 0,86 (0,11-6,62) 0,885
Refratariedade (Sim vs Nao) NA 0,403 NA 0,127
PD apos 1 linha tratamento (Sim vs N&o) 4 (0,34-47,11) 0,267 NA 0,001
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5.11 Correlagcéo entre expressao génica e expressao proteica

As Tabelas 21, 22 e 23 apresentaram as correlacdes entre as
expressodes génicas (RT-qPCR normatizadas de MYC, BCL2 e LMO2) e suas
proteinas correspondentes (anti-MYC, anti-BCL2 e anti-LMOZ2). Teste de
concordancia para BCL6 ndo pode ser realizado, pois ndo foram realizadas
reacoes de IHQ prospectivamente neste estudo. Os outros genes/proteinas de
interesse (PD1, MGMT e OCT1) ndo puderam ser calculados devido a
auséncia ou ao excesso de expressao génica ou proteica.

Houve correlacdo moderada entre a expressdao génica de MYC
(<0,201041 vs =20,201041) e sua respectiva proteina (0/1/2 vs 3/4), com
coeficiente de Kappa=0,596 e valor p=0,022. O mesmo ocorreu entre a
expressao génica de BCL2 (<0,3516 vs =0,3516) e sua respectiva proteina
(0/1/2 vs 3/4), com coeficiente de Kappa=0,426 e valor p=0,042.

O Anexo P demonstra as médias e medianas de expressao génica

normatizada em cada quartil de IHC da proteina correspondente.

Tabela 21 - Correlacao entre IHQ proteina MYC e expressao génica MYC

expressédo génica
MYC <0.201041 | 20.201041 total %(n)
g O 0%-50% 35 % (7) 10 % (2) 45 % (9)
< E 51%-100% 10 % (2) 45 % (9) 55 % (11)
g total %(n)| 45% (9) | 55 % (11) 100 % (20)
Porcentagem de concordancia 80,0% Acuracia Geral
Porcentagem de discordancia 20,0%
Coeficiente de Kappa classificacao**
valor 0,596 moderada
teste hipétese |HO: igual a zero p =0,022 rejeita HO
sensibilidade 0,778
especificidade 0,818
valor preditivo positivo 0,778
valor preditivo negativo 0,818
Coef de Youden 0,596
Eficiéncia 0,798

* considerando expresséo génica como teste gold (ouro)
** classificacdo da concordéancia obtida pelo coeficiente de Kappa
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Tabela 22 - Correlacéo entre IHQ proteina BCL2 e expressao génica BCL2

expressao génica
BCL2 <0.3516 | 20.3516 total %(n)
g ~ 0%-50% 14,3% (3)| 0% (0) 14,3 % (3)
<3 51%-100% | 23,8 % (5) | 61,9 % (13) 85,7 % (18)
g - total %(n)| 38,1 % (8) | 61,9 % (13) 100 % (21)
Porcentagem de concordancia 76,2% Acuracia Geral
Porcentagem de discordancia 23,8%
Coeficiente de Kappa classificacao**
valor 0,426 moderada
teste hipétese |HO: igual a zero p =0,042 rejeita HO
sensibilidade 0,375
especificidade 1,000
valor preditivo positivo 1,000
valor preditivo negativo 0,722
Coef de Youden 0,375
Eficiéncia 0,688

* considerando expressdo génica como teste gold (ouro)
** classificacdo da concordancia obtida pelo coeficiente de Kappa

Tabela 23 - Correlacao entre IHQ proteina LMO2 e expressdo génica LMO2

expressao génica

LMO2

<2.57603 | 22.57603 total %(n)
g ~ 0%-25% 33,3% (7) | 14,3 % (3) 47,6 % (10)
< g 26%-100% 23,8 % (5) | 28,6 % (6) 52,4 % (11)
g — total %(n) | 57,1 % (12) | 42,9 % (9) 100 % (21)
Porcentagem de concordancia 61,9% Acuracia Geral
Porcentagem de discordancia 38,1%
Coeficiente de Kappa classificacao**
Valor 0,243 Fraca
teste hipdtese | HO: igual a zero p = 0,387 aceita HO
sensibilidade 0,583
especificidade 0,667
valor preditivo positivo 0,700
valor preditivo negativo 0,545
Coef de Youden 0,250
Eficiéncia 0,625

* considerando expressdo génica como teste gold (ouro)

** classificacdo da concordéancia obtida pelo coeficiente de Kappa



6 DISCUSSAO

Este estudo foi desenhado como uma coorte unicéntrica retrospectiva.
Apesar das limitagbes deste tipo de estudo, na literatura se encontram
disponiveis principalmente estudos de coorte unicéntricos, retrospectivos com
amostras populacionais pequenas em LPSNC (menores que 50) 24131224225
namero de pacientes obtido foi levado em consideracdo no plano de analises
estatisticas, sendo planejadas apenas estatistica descritiva e analises
univariadas. Andlises multivariadas, regressdes logisticas e de Cox sédo
geralmente utilizadas para identificacdo de fatores de risco e biomarcadores,
porém apresentam resultados menos tangiveis e confiaveis quando o nimero
de observacdes € pequeno e multiplos fatores confundidores precisam ser
ajustados. Portanto, ndo elas ndo foram realizadas 2?5, Estudos com amostras
pequenas podem limitar as analises estatisticas, principalmente quando
multiplas variaveis sdo analisadas e comparadas, apresentando maiores
margem de erro, intervalos de confianga, resultados falso positivos, podendo
hiperestimar a magnitude da associagdo, com menor precisdo dos resultados
e conclusGes que precisam ser interpretadas com cautela 2?6, O tamanho do
efeito esperado também tem impacto no célculo do tamanho amostral, por
exemplo. Estudos que analisam biomarcadores com baixo OR ou HR
esperados precisam de amostras maiores para que o efeito real possa ser
diferenciado de uma variacéo aleatéria 2%’.

Em nosso estudo, a maioria dos pacientes era do sexo feminino (57,1%)
e a mediana de idade ao diagnéstico foi de 62 anos, similar a literatura. Houve
predominio do sexo feminino, com mediana de idade entre 65 e 67 anos em
aproximadamente 51% dos pacientes 19228,

Dez pacientes tiveram diagnéstico de LPSNC com 70 anos ou mais,
representando 29% dos casos. O acometimento de populacéo idosa tem sido
verificado no LPSNC. Segundo dados do Central Brain Tumor Registry of the
United States and SEER, foi evidenciado um aumento de incidéncia de LPSNC
acima de 70 anos entre 1973 e 2013 (de 0,2 para 2,1/100.000 pessoas) “6.

Apesar de idade ndo ser o melhor biomarcador para tolerabilidade ao
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tratamento ou preditor de toxicidade, pacientes acima de 70 anos apresentam
mais frequentemente reducdo de suas funcdes fisiologicas, que impactam na
farmacocinética e farmacodindmica dos farmacos utilizados no tratamento
oncoldgico, 0 que colabora para o aumento do risco de toxicidade e morbi-
mortalidade 2?°. Como discutido posteriormente, o tratamento oncolégico na
populacdo estudada foi individualizado, e a idade dos pacientes foi um dos
determinantes na escolha terapéutica, a fim de minimizar a toxicidade e
proporcionar melhor qualidade de vida.

Varios fatores clinicos sdo considerados na decisdo do tratamento
oncoldgico, incluindo o performance status. Neste estudo, apesar de a maioria
(22/35; 65,7%) dos pacientes apresentar inicialmente PS =22, quase a totalidade
(33/35; 94,2%) foi submetida a alguma linha de tratamento oncolégico. Dados
semelhantes foram demonstrados num estudo retrospectivo com 378
pacientes, em que 58% dos pacientes apresentavam PS 22 e 98% foram
submetidos a algum tipo de tratamento oncolégico 23°. Performance status esta
associado a sobrevida global em pacientes com LDGCB e LPSNC, assim como
em outros tumores. Geralmente um PS avancado esta associado a doenca em
estadio mais avancado, com pior prognoéstico e menor tolerabilidade ao
tratamento oncolégico, limitando opgdes terapéuticas. Ainda que contribuisse
para o0 incremento de suas toxicidades, conforme demonstrado, nao foi
impeditivo de tratamento oncoldgico na presente coorte.

Conforme previamente exposto, a maioria dos pacientes apresentava
idade >60 anos e PS=2. Estes foram os primeiros fatores de mau prognosticos
identificados em pacientes com LPSNC, corroborado por diversos estudos
independentemente da escolha terapéutica 9239232, Em nosso estudo, idade
>60 anos foi associada a piores SG, SLD, SLP e refratariedade ao tratamento e
P.S. 23 foram associados a piores SG, SG 2 anos, SLD e SLP (valor p <0,1),
alinhados com dados da literatura. Tais dados demonstram a necessidade de
novas opcdes terapéuticas para esta populagdo para que causem menor
morbi-mortalidade.

Apesar de puncao lombar ser contraindicada em pacientes com LPSNC
em até 42% dos pacientes 233, nesta coorte foi realizada em quase a totalidade

dos pacientes (97%). No entanto, a maioria (91%) apresentou citologia oncética
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negativa, similar a dados da literatura. Dados publicados evidenciam
citopatologia oncética positiva em apenas 13% dos casos (quando associado a
citometria de fluxo) 234235, A pesquisa de células neoplasicas como citologia é
um método de baixa sensibilidade e com alta taxa de resultados falso
negativos, mesmo em pacientes com evidéncia de extensa infiltracdo
meningea, o que poderia justificar os resultados encontrados 239236, Apesar
disso, ha relatos de diagnostico de LPSNC pela associacdo de citologia
oncotica e citometria de fluxo, demonstrando que tal procedimento possui valor
clinico e prognéstico e foi factivel nesta populagédo 234,

A localizacdo topografica do LPSNC no SNC tem importante papel
prognéstico, além de ter impacto na realizacdo do procedimento de biopsia
esterotaxica. Diferentemente do estudo conduzido por Ferreri et al., no qual
apenas 36% dos pacientes apresentavam acometimento de regides profundas
em SNC (regibes periventriculares, ganglios da base, corpo caloso, tronco
cerebral e cerebelo), neste estudo a maioria (77%) apresentava acometimento
de regiGes profundas do SNC evidenciado por exames de imagem 230,

Considerando os fatores prognésticos ja descritos, como idade, PS e
acometimento de regides profundas, a maioria dos pacientes apresentava risco
IPI modificado de risco intermediario e alto (80%), o que demonstra a alta
prevaléncia de fatores de mau prognostico na populacdo estudada. E descrito
que pacientes com I[Pl modificado de risco intermediario e alto estédo
associados a pior prognostico, com SG em 2 anos entre 48%-57% e 17%-24%,
respectivamente, independentemente do tratamento utilizado, similares aos
encontrados no presente estudo 230, Em nosso estudo, em andlise univariada, o
IPI modificado =2 foi associado a pior SG, SLD, SLP e maior recaida (p<0,1).
Desta forma, confirma-se tratar de um fator de progndstico adverso na nossa
populacdo, corroborando dados de Ferreri et al. e Cady et al. ¢8%°, A andlise de
IPI modificado € de facil execucdo, o que permite a identificacdo precoce de
pacientes com mau progndstico, que muitas vezes necessitam de
acompanhamento médico mais frequente e tratamentos mais agressivos.
Portanto, deve ser realizado assim que possivel nos pacientes com LPSNC.

O tipo de acesso e o fluxo de sistema publico de saude também pode ter

impacto progndstico, ao retardar o diagnostico e na escolha teratéutica. Neste



95

estudo, os pacientes eram referenciados de servicos primarios e secundarios
de saude por suspeita de tumores em SNC ao Servi¢co de Neurocirurgia do HC-
FMUSP para realizacdo de procedimentos diagnosticos e terapéuticos. Apos
suspeita de linfoma em SNC, os pacientes eram entdo encaminhados ao
Servico de Hematologia do HC-FMUSP para acompanhamento e tratamento.
Portanto, a data de confirmagéo diagndstica na nossa populacdo dependia de
variaveis como demora para obtencdo de acesso aos servicos de saude e a
inespecificidade dos sintomas clinicos iniciais do LPSNC, o que comumente
pode levar a demora diagnostica. Diagndsticos tardios podem levar a
deterioracdo clinica dos pacientes, o que interfere na escolha do tratamento e
tolerancia ao mesmo e causa impacto no prognéstico, na SG e nas taxas de
resposta, conforme demonstrado num estudo brasileiro com pacientes com
LDGCB sistémico tratados no HC-FMUSP 2%7. Além disso, a infiltracdo do
linfoma no SNC por longo periodo pode levar a dano tecidual, o que dificulta o
diagnéstico e piora piorar o PS (com menor tolerabilidade ao tratamento),
levando a perda de autonomia, a danos neurolégicos com sintomas debilitantes
muitas vezes irreversiveis apesar da obtencdo de RC e ao tratamento, com alta
morbidade da patologia 2%8. No presente estudo, ndo foi possivel calcular o
intervalo entre o inicio de sintomas e o procedimento diagnéstico realizado. No
entanto, conforme discutido posteriormente, as taxas de SG observadas neste
estudo foram semelhantes as dos principais estudos realizados em paises
desenvolvidos 222368, |sso sugere que este intervalo pode ter sido semelhante.
E provavel que a maioria dos pacientes em todo o mundo tenha alguma
demora diagnéstica devido aos diagndésticos diferenciais nesta populacao.
Considerando os dados obtidos e alinhados com boas praticas clinicas,
pode-se observar individualizagdo na escolha terapéutica baseada nas
condig¢des clinicas dos pacientes. Alinhada com literatura médica, a maioria dos
pacientes foi submetida a quimioterapia baseada em HD-MTX (63,6%).
Monoquimioterapia ou WBRT isolada foram indicadas principalmente para
pacientes isosos, com mediana etaria de 69 anos devido a maior tolerabilidade
e menor toxicidade aguda, apesar de proporcionarem taxas de resposta
inferiores e menos duradouras °/98239, A taxa de resposta global encontrada

apo6s a primeira linha de tratamento foi de 72,8%, semelhante a dados
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publicados por Ferreri et al. (RG 69%) em pacientes tratados com HD-MTX 2%,
Estes dados confirmam a qualidade de tratamento oferecido no complexo HC-
FMUSP, similar a dados apresentados internacionalmente.

WBRT foi prescrita como consolidacdo de tratamento ou tratamento
isolado. A maioria dos pacientes (9/12; 75%) recebeu radioterapia como regime
de consolidagdo apos inducao, por apresentarem melhores condi¢des clinicas
satisfatorias e bom PS. Radioterapia isolada foi prescrita principalmente para
pacientes sem condi¢des clinicas de tolerar tratamentos oncoldgicos com maior
toxicidade. Em nosso estudo, tratamento com radioterapia foi associado com
melhores SG, SLD, SLP (valor p <0,1). Como a analise multivariada nao foi
realizada, a interpretacdo de radioterapia como fator de bom progndéstico deve
ser considerada com cautela, principalmente porque a radioterapia isolada e a
radioterapia como regime de consolidacdo nao foram analisadas
separadamente como fator prognéstico, devido ao baixo nimero de pacientes.
No entanto, o potencial beneficio da radioterapia é discutido na literatura,
principalmente como tratamento isolado, por exemplo. Em um estudo
retrospectivo com 82 pacientes, a radioterapia isolada foi associada a melhor
SG quando comparada a tratamento suportivo em pacientes com LPSNC e PS
ruim, incluindo em pacientes idosos, podendo ser utilizada como terapia em
pacientes com condicdes clinicas limitrofes 24°. O beneficio da radioterapia
como regime de consolidacéo é questionavel, principalmente em face de novas
opcOes terapéuticas e risco de neurotoxicidade 2.

Apesar de um possivel ganho de SG com WBRT, € importante ressaltar
gue, de modo geral, os pacientes submetidos a radioterapia ndo apresentavam
dados/acompanhamento neuroldgico ou cognitivo progressivos registrados no
prontuario, de forma que a neurotoxicidade tardia ndo pbéde ser analisada neste
estudo. Isso é de extrema importancia na nossa coorte, por se tratar
majoritariamente de populacéo idosa e pelo fato de a maioria dos pacientes ter
sido submetida a tratamento radioterapico. Dessa forma, dados sobre opg¢des
terapéuticas e neurotoxicidade neste estudo necessitam ser interpretados com
cautela. Num estudo conduzido por Ferreri et al., WBRT foi associado a
declinio neuroldgico de funcdes executoras e de aprendizado em 50% dos

pacientes em até 2 anos %°.
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Apesar da alta taxa de resposta global aos tratamentos oncoldgicos e
radioterapicos descritos na literatura, existe uma alta taxa de recorréncia e
refratariedade (50% e 30%, respectivamente). A recaida e refratariedade apos
tratamento oncolégico estdo associadas a pior prognéstico 3. Em nosso
estudo, a taxa de refratariedade (27,30%) foi similar a literatura médica.
Refratariedade a primeira linha de tratamento e PD ap06s a primeira linha de
tratamento estiveram associados a pior prognostico, incluindo piores SG, SG 2
anos, SLP (valor p <0,1), conforme esperado.

Novos estudos clinicos e novas opc¢des terapéuticas tém surgido no
LPSNC. Em nosso estudo, nenhum paciente foi submetido a tratamento com
rituximabe ou TMO, o qual tem sido adicionado ao servico do HC-FMUSP em
2018, apods a data limite de selecéo dos pacientes.

Ressecédo neurocirirgica ndo foi recomendada como opcédo terapéutica
em nenhum dos pacientes desta coorte, por ndo fazer parte do arsenal
terapéutico e pelo fato de LPSNC ser uma patologia multifocal 241, Isso também
demonstra possivelmente o alto grau de suspeicdo de LPSNC em exames de
imagem, com indicagdo do procedimento cirdrgico correto.

O presente estudo confirmou a alta mortalidade do LPSNC, com SG
mediana de 42,6 meses (IC95% 26,6-58,6 meses), semelhante aos dados da
literatura, cuja SG mediana varia entre 20,6 meses (IC95% 12,4 a 33,4 meses)
e 60 meses em pacientes tratados com radioterapia isolada e HD-MTX,
respectivamente 198203231 As SG em 24 e 48 meses (655% e 43,8%,
respectivamente) também foram semelhantes aos dados da literatura médica,
na qual pacientes sdo submetidos a tratamento basedo em HD-MTX (52 +4% e
43,8%, respectivamente) 242243 53, Dados do SEER tém demonstrado ganho de
SG em 5 anos entre os periodos de 1992-1994 e 2004-2006 de 19,1% (IC95%:
14,8-23,8) e 30,1% (IC95%: 24,2-28,1%), respectivamente, devido as novas
opcoes terapéuticas disponiveis °. Contudo, tal ganho de sobrevidas ndo pode
ser analisado no presente estudo, pois os pacientes ndo foram separados por
periodo de inclusdo devido ao baixo tamanho amostral.

Com uma mediana de tempo de seguimento de 41 meses (1,1- 171,8),
foi evidenciada uma alta taxa de mortalidade (74%), semelhante a maioria dos

estudos disponiveis. Essa elevada mortalidade pode ser explicada pela
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associacdo de diversos fatores que, em conjunto, conferiram progndstico
adverso. Destacamos caracteristicas clinico-laboratoriais desfavoraveis, como
elevado IPI ao diagnéstico, idade ao diagnostico e PS inicial >2, entre outras.
Tais dados demonstram a necessidade de diagndstico mais precoce do
LPSNC, antes da deterioracdo clinica, tratamento individualizado e o uso de
novas opcoes terapéuticas, como target therapies.

Apesar de todos os pacientes terem sido acompanhados clinicamente
durante ou apos o tratamento oncologico, dados sobre a causa mortis ndo se
encontravam disponiveis. A maioria dos pacientes (21/26; 80,7%) apresentava
doenca em atividade documentada na ultima consulta médica, sugerindo que a
causa mortis poderia estar relacionada a progressao tumoral. Tais dados estao
alinhados com um grande estudo retrospectivo com 370 pacientes tratados
com quimioterapia e/ou radioterapia, em que a maioria (70,1%) evoluiu a 6bito
apos 24 meses de seguimento, sendo as principais causas de Obito
relacionadas ao linfoma (87%), a toxicidade do tratamento (8%), entre outros
fatores 2%,

Biomarcadores moleculares também foram selecionados e estudados,
objetivando melhor compreensdo da patogénese tumoral e identificacdo de
fatores prognosticos. No presente estudo, a expressdo génica foi estudada
utiizando o gRT-PCR, por ser considerado um método rapido, de alta
sensibilidade e especificidade para a quantificacdo de expressdo génica 244
Em nosso estudo, os guidelines MIQE (Minimum Information for Publication of
Quantitative Real-Time PCR Experiments) foram utilizados seguindo
padronizacdo internacional da técnica e dos descritores 2%, Foi observada
auséncia de amplificacdo génica entre 34,3% e 40% das amostras. Os estudos
foram realizados em amostras parafinadas, algumas delas bastante antigas.
Vérios fatores podem justificar a auséncia de amplificagdo, como a possivel
degradacédo do RNA, a condicdo de emblocamento das amostras em parafina
das amostras e a reduzida quantidade de tecido tumoral emblocado, pois, na
maioria das biopsias, havia escassa quantidade amostral. Dentre outros fatores
que podem ter interferido na qualidade do RNA extraido de amostras FFPE,
estdo a demora na fixacdo do material apds a realizagdo da bidpsia, levando a

degradacdo do RNA induzido por autélise e a fixagdo do tecido com formalina
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ndo tamponada, levando a degradacdo acida do RNA 245246 Tais fatores
podem ter ocorrido na nossa populacdo. Apesar disso, ndo foi evidenciada
diferenca estatisticamente significante das caracteristicas clinicas e
laboratoriais entre os pacientes da coorte analisada para expressao génica e
os que foram excluidos. Assim, afasta-se qualquer suspeicdo de sele¢do de
pacientes de melhor ou pior prognéstico do ponto de vista clinico e laboratorial,
ja que os pacientes avaliados sao representativos da amostra total.

A curva de amplificacdo das eficiéncias génicas confirmam a qualidade
das reacdes de RT-qPCR. O gene de referéncia GUSB foi selecionado como
gene de referéncia/controle endégeno para controle e verificacdo das possiveis
variacfes ou interferentes da reacdo de RT-qPCR e para analise da eficiéncia
e da quantidade de RNA total 245247, Neste estudo, os dados gquantitativos
obtidos no RT-gPCR foram transformados em variaveis qualitativas pelo
estabelecimento de pontos de corte obtidos em curvas de ROC. Isso foi
necessario para a inclusao de pacientes com auséncia absoluta de expressao
dos genes selecionados. Estas amostras apresentaram amplificacdo do gene
de referéncia e tiveram suas reagdes de RT-gPCR com expressao do gene de
interesse indetectavel. Estes resultados foram confirmados (resultado do Ct
como indeterminado). E importante ressaltar que estas amostras tiveram
reacdes com valor zero em até 5 digitos decimais, apesar de realizacdo da
reacao até o numero maximo de ciclos. O significado deste resultado é que tais
genes ndo eram expressos ou expressos em poucas células em baixo nivel de
maneira ndo detectavel. Portanto, ndo podem ser excluidas de analises
estatisticas e precisaram ser convertidas em variaveis categoricas 24,

A expressao génica de MYC 20,201041 foi associada a piores SG, SG2
anos, SLP, ébito global e risco de recaida apds tratamento (valor p <0,1),
sendo considerado um biomarcador de mau prognéstico, o que corrobora
dados da literatura médica. E sabido que hiperexpressdo de MYC esta
associada a iniciacdo, a progressao e a manutencao tumoral, além de diversas
neoplasias, como linfoma de Burkitt e Mieloma Multiplo, o que confere um pior
progndstico 148150,

Em nosso estudo, a maioria dos pacientes ficou acima dos pontos de

corte estabelecidos para imunoexpressao proteica (60%) de MYC, porém sem
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correlacéo prognostica. Tal dado corrobora dados de Rubenstein et al., em cujo
estudo prospectivo com 44 pacientes, a expressdo génica e proteica elevada
de MYC (positividade nuclear >50%) foi identificada em 54% dos pacientes,
porém sem correlacdo prognéstica 23. O papel da expressédo proteica de MYC
também foi avaliado num estudo com 14 pacientes, onde a sua hipexpressao
esteve associada a pior SG. No entanto, o ponto de corte utilizado foi de
apenas 20%, diferentemente daquele utilizado em nosso estudo e no estudo de
Rubenstein et al. 24°. Portanto, nosso estudo apresenta resultados alinhados
com a literatura médica, demonstrando o papel prognéstico de MYC no
LPSNC>.

O gene BCL2 regula a morte celular programada inclusive em linfocitos,
e, quando hiperexpressa, pode bloquear a apoptose. Esta associado a
resisténcia a quimioterapia e a radioterapia, conferindo mau
progndsticol®4220250.251 Em nosso estudo, a maioria dos pacientes ficou acima
dos pontos de corte estabelecidos para a expressao proteica de BCL2 (80%),
similar a dados da literatura 252253, Sua hiperexpresséo foi associada a piores
SG e SLP (valor p <0,1), corroborando dados da literatura 252-24,

Tais dados precisam ser considerados conjuntamente com o tratamento
recebido, pois nenhum paciente foi submetido a terapia com rituximabe. No
LDGCB sistémico, imunoexpresséo de BCL2 é considerado um biomarcador de
mau progndstico, principalmente em estudos conduzidos na era pré-
rituximabe®*2%5. Na era pés-rituximabe, o impacto progndéstico de hipexpressdo
de BCL2 parece ser reduzido. Num estudo com 399 pacientes, foi demonstrado
que a adicdo de rituximabe ao esquema CHOP foi capaz de evitar a falha a
quimioterapia em pacientes com hiperimunoexpressédo de BCL2 220, Expressao
génica de BCL2 20,3516 nédo foi associada a nenhum dos desfechos clinicos
estudados.

Em nosso estudo, o teste de correlagdo entre expressdo génica e
expressao proteica pode ser realizado apenas para MYC, BCL2 e LMO2. Nao
foi possivel estabelecer ponto de corte para correlagdo de outros genes
estudados devido ao excesso de expressdo génica indetectavel (MGMT e
PDCD1) ou excesso de hiperexpresséo (POU2F1) 256,

Observamos correlagdo moderada (kappa entre 0,41-0,60) entre
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expresséo génica e proteica de MYC, bem como de BCL2. Dados similares sao
encontrados na literatura médica, na qual a correlacédo entre expressdo génica
e proteica é de apenas 40% (classificada como moderada). Isso deve-se a
fatores como estabilidade proteica, taxa de transcricdo e translacdo, taxa de
degradacdo do mRNA, atividade do micRNA, regulacdo pos-transcripcional e
de modificacdo pos-translacional 2°’. De modo geral, o nivel de transcriptoma
nao é diretamente proporcional ao nivel de proteina, sendo insuficiente para
explicar a relacdo entre gendtipo e seu fenétipo ?*’. A meia vida de uma
proteina pode variar de minutos a dias, enquanto a taxa de degradacdo do
MRNA fica em torno de 2-7 horas em mamiferos. Outro fator a ser considerado
€ que, nos mamiferos, ha uma baixa taxa de transcricdo de mRNA, quando
comparado com a translacéo 28, E comum a falta de proporcionalidade entre a
expressao proteica e a expressao génica de proteinas que nao sdo controladas
pela expressdo génica, mas por sua ativagdo, como € o caso das proteinas
kinases cuja expressao génica é constante, mas sua ativacao varia ao longo do
tempo 2°°. Em estudos com células de cancer de mama, foi observada
hiperexpressao proteica de POU2F1 sem concomitante hiperexpressao génica
(mMRNA) possivelmente devido a alteracbes na metabolizacdo e na degradacéo
de POU2F1 250, Tais motivos podem explicar a auséncia de correlagcdo entre
expressao génica e proteica dos outros genes de interesse estudados e o fato
de ter sido encontrada apenas correlacdo moderada para MYC e BCL2.

O gene LMO2 e sua respectiva proteina possui papel crucial na
hematopoiese e vem sendo estudado em tumores hematoldgicos, incluindo
LPSNC “. Em nosso estudo, a maioria dos pacientes ficou acima dos pontos
de corte para imunoexpressao proteica (51,4%) de LMO2. Alguns estudos tém
demonstrado hiperexpressdo de LMO2 em LPSNC quando comparados a
LDGCB sistémico. Num estudo com 32 pacientes com LPSNC, apenas 37%
apresentavam imunoexpressdo de LMO?2, inferior ao nosso resultado 7°. No
entanto, o ponto de corte utilizado por Four et al. foi de 30%, superior ao ponto
de corte selecionado (25%) *°.

No nosso estudo, tanto a hiperexpressao proteica de LMO2 >25%
quanto a génica de LMO2 =20,689232 estiveram associadas a melhor

prognéstico (SG 2 anos e SLP, respectivamente, valor p <0,1). Tais dados
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estdo alinhados com dados da literatura médica, incluindo néo apenas tumores
hematoldgicos, mas outros como céncer de pancreas, pulmdo, entre
outros?61.262,

O gene MGMT e sua proteina sdo frequentemente estudados em
neoplasias devido ao seu impacto progndstico e preditor de resposta a agentes
alquilantes, usualmente utilizados no tratamento do LPSNC. Em nosso estudo,
a mediana de expressao génica do MGMT foi zero e nenhum paciente
apresentou expressao proteica. E sabido que a metilagdo da regido promotora
de MGMT leva a auséncia de expressdo génica e proteica, estando associada
a patogénese de varios tumores, como carcinoma colorretal, carcinoma de
pulméo, linfoma e glioblastoma 17°. Neste estudo, ndo foi realizada a andlise de
metilacdo da regido promotora, porém a auséncia de expressao proteica bem
como a baixa expressao génica poderiam ser secundarias a metilacdo da
regido promotora, com impacto prognéstico e talvez preditor de resposta a
tratamentos com regimes alquilantes.

A expressdo génica de MGMT 20,335666 foi associada a pior
prognostico (SLP, valor p=0,056). No entanto, tais dados precisariam ser
confirmados por analise multivariada conjuntamente com o tipo de tratamento
recebido pelos pacientes e sua expressao proteica. O gene MGMT codifica
uma proteina reparadora de DNA, gue esta associada na defesa celular contra
mutagénese e toxicidade celular induzida por agentes alquilantes. Seu
silenciamento genético esta associado a melhor prognéstico (SG) nos
pacientes que receberam quimioterapia com base em HD-MTX 29:176.252,

E sabido que o gene POU2F1 (OCT1) codifica uma proteina com efeitos
tumorigénicos '7°. Por esse motivo, as expressées génica e proteica de
POU2F1 (OCT1) foram analisadas, porém nao foram associadas a nenhum
dos desfechos clinicos estudados. O papel progndstico de tal gene é conflitante
entre diferentes estudos publicados. Em alguns estudos, a expressao proteica
de POU2F1 foi associada a maior agressividade tumoral e pior prognéstico em
tumores gastrico, de célon, de préstata, de pulméo, de mama, entre outros 32
Em outros estudos, a expressdo génica de POU2F1 néo foi considerada um
biomarcador prognéstico 260,

Células cancerigenas apresentam mecanismos de escape ao Sistema
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imune, os quais tém sido considerados alvos terapéuticos e pesquisados
também no LPSNC. A imunoexpressdo de PDCD1 e PDL1 tem sido estudada
como fator preditor de resposta e progndstico em diferentes tumores 263264, Em
nosso estudo, a mediana de expressao génica de PDCDL1 foi zero, e a maioria
dos pacientes (85%) nao apresentou imunoexpresséo proteica de PDCD1 nas
células tumorais. Tais dados séo discordantes da literatura. Num estudo com
32 pacientes com LPSNC, a imunoexpressdo de PDCD1 no TIL e PDL1 nas
células tumorais foi de 53% e de 37%, respectivamente. Num estudo com 20
pacientes, 60% apresentavam imunoexpressdo de PDCD1 no TIL
intratumoral?®,

No nosso estudo, a hipexpressao génica de PDCD1 =>2,00938 foi
associada a maior risco de recaida apds tratamento e mortalidade global (valor
p <0,1). No entanto, a expressao proteica de PDCD1 néo foi associada a
nenhum dos desfechos clinicos estudados, o que sugere nao se tratar de um
biomarcador progndstico na nossa populacdo. Num estudo retrospectivo com
76 pacientes conduzido por Cho et al., a expressao proteica de PDCD1 foi
associada a piores SG e SLP, o que evidencia papel do microambiente tumoral
no progndéstico destes pacientes 256, Entretanto, o tamanho amostral e o ponto
de corte para expressao proteica de PD1 foram diferentes (270 células/HPF)
entre 0 nosso estudo e o estudo conduzido por Cho et al.

O papel do microambiente tumoral e a presenca de TIL também foram
estudados na nossa coorte, pela analise das reacdes de IHQ anti-CD3
previamente disponiveis. O CD3 é um complexo de proteinas transmembrana
presente em linfocitos T, importante na ativacdo de linfocitos T citotoxicos e
células T helper. Em nosso estudo, a imunoexpressdo de CD3 foi pesquisada
retrospectivamente em 92,4% dos pacientes (32/35), resultando ausente na
maioria (28/32, 87,5%), conforme esperado no LPSNC subtipo LDCGB. A
auséncia de imunoexpressao de CD3 foi associada a maior risco de recaida
apos tratamento e maior mortalidade global (valor p <0,1). O complexo de
proteinas CD3 é considerado um marcador de linhagem de células T e atua
como um correceptor que se associa ao receptor de células T, com papel
fundamental na resposta imune adaptativa 26’. Esse complexo esta expresso

em infiltracdo perivascular reativa de células T (TIL), sendo caracterizado
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também por linfécitos reativos T isolados ou localizados entre parede vascular
e as células neoplasicas .

Tais dados estdo alinhados com a literatura, na qual a presenca de
infiltrado perivascular reativo de células T é considerado um biomarcador
histopatolégico de bom prognoéstico. Num estudo com 73 pacientes com
LPSNC, a presenca de infiltrado perivascular de linfocitos T foi associada a
melhor SG, independentemente do risco IPI modificado °6. Importante ressaltar
que Ponzoni et al realizou a analise qualitativa de TIL, e ndo quantitativa.

A expressao génica de BCL6 nao foi associada a nenhum dos desfechos
clinicos estudados, e sua expressédo proteica ndo pdde ser estudada devido a
falta de material histopatolégico. O BCL6 é um importante regulador do sistema
imune. Translocagbes cromossdmicas de BCL6 e de genes da cadeia de
imunoglobulina sdo frequentes no LPSNC, com a ativacdo constitutiva do
BCL6, levando a hiperexpressdo génica e proteica com consequente efeito
tumorigénico 148:252,268269 Apesar de a imunoexpressdo de BCL6 estar presente
em aproximadamente 55% do LPSNC 279, sua importancia prognéstica ainda é
tema de discussdo. Alguns estudos evidenciaram que a alta imunoexpressao
de BCL6 (positividade nuclear >60%) foi associada a piores prognésticos (SG,
SLP)%381 Entretanto, estudos retrospectivos evidenciaram que a

imunoexpressado de BCL6 estaria associada a melhor prognéstico (SG) 4.



7 CONCLUSOES

- Com relacdo a expressao génica normatizada temos que (em analise
univariada): MYC 20,201041 foi associada a pior prognadstico (piores
SG, SG em 2 anos e SLP; maior mortalidade global e risco de
recaida); BCL2 20,3516 n&o foi considerada fator progndstico; LMO2
>0,689232 foi associada a melhor prognéstico (melhor SLP); MGMT
>0,335666 foi associada a pior prognéstico (pior SLP); PDCD1
>2,00938 foi associada a pior prognostico (maior mortalidade global e
risco de recaida); POU2F1 21,44819 e BCL6 22,73477 n&o foram
consideradas fatores prognosticos;

- As caracteristicas clinico-laboratoriais e de prognostico desta coorte
foram similares aos da literatura médica disponivel. A mediana de
idade ao diagnostico foi de 62 anos, 77% apresentavam
acometimento de regides profundas de SNC ao diagndstico e 80%
apresentavam IPI modificado intermediario-alto. A SG mediana foi de
apenas 42,6 meses (IC95% 26,6-58,6 meses), SLP mediana, de 41
meses (IC95% 19,7-62,4 meses) e SLD mediana, de 59,2 meses
(IC95% 31,9-86,6 meses);

- Com relacdo a imunoexpressao proteica, temos que (em analise
univariada): MYC >50% n&o foi considerada fator progndstico; BCL2
>50% foi associada a pior progndstico (piores SG e SLP; maior
mortalidade global); LMO2 >25% foi associada a melhor desfecho
clinico (melhor SG em 2 anos e menor mortalidade em 2 anos);
expressdo de MGMT, POU2F1 e PDCD1 n&o foram considerados
fatores prognésticos e

- Houve correlagcdo moderada entre a imunoexpressao proteica e a

expressao génica de MYC, bem como de BCL2.



8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1- Criacéo de banco de dados de pacientes do Servico de Hematologia
da FMUSP;

2- Realizacdo de estudos retrospectivos multicéntricos em populacao
brasileira, com uma coorte maior e realizacdo de analises
multivariadas e

3- Validacéo dos resultados encontrados em estudos prospectivos com
LPSNC.



9 ANEXOS



ANEXO A - Caracteristicas clinico-laboratoriais por paciente
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P4 | 0 |679| 1 | 756 | 924 11110 1 0 0
P6 | 1 | 620 O 68,1 | 738 | 2 | 2 | 1 1 1 1
P7 11822 1 |84 2,4 2 4 1 1 0 1
P8 0 [499 | 1 |51,9 24,1 1 3 1 1 0 0
PO | O | 729 | 1 |79,3| 76,6 o|1]|0 1 0 0
P10| 1 |61,1| 1 |61,2 1,1 2 13 ]1 0 2 1
P11 | 1 |787| 1 |811| 285 11110 1 1 0
P13 | 1 [ 498 | 1 | 53,2 41,0 2 3 1 1 0 1
P14| 1 |769| 1 |80,0| 36,2 2 3|1 1 0 1
P15 1 |775| 1 | 78,1 6,7 2 3 1 1 0 1
P16 | 1 |646 | 1 | 682 | 426 11110 1 0 0
P17 | 1 |599 | 0 65,5 | 67,8 1121 1 0 1
P18 | 1 |766 | 1 |80,4 | 455 2 3|1 1 0 0
P19 | 1 493 | 1 |548 | 66,1 11010 0 0 0
P21 | 1 | 457 | 1 | 459 2,4 1121 1 0 0
P22 | 0 |423 | 1 |475 | 62,4 1121 1 0 1
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P27 | 1 |531| 0 674 |171,8 | 0 | 1 | O 1 0 0
P28 | 0 |29,7| O 355|694 | 0| 0| O 0 0 0
P30 | 1 |66,9| 1 | 69,0 | 24,7 1|13 ]1 0 0 0
P31 | 0 |621] 1 |661| 48,0 2 2|1 1 0 0
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a) 0= ndo, 1= sim; b) risco IPl modificado- Ferreri et al, 2003; c) PS inicial- Oken et al, 1982; d) 0= 0%, 1= entre 1% e 25%,
2= entre 26% e 50%, 3= entre 51% e 75%, 4= entre 76% e 100%, 5= N&o Avaliavel; e) 0= negativo, 1= positivo, 2= Nao

Avaliavel; f) conforme critério de Hans, 0= GCB, 1= Ndo-GCB, 2= Nao Avaliavel; g) média da expressao génica

normatizada para os genes de interesse; h) 0= Resposta Completa, 1= Resposta Parcial, 2= Progressao de Doenca, 3=
N&o Dispanivel; i) valores em branco correspondem a amostras ndo amplificadas
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a) 0= ndo, 1= sim; b) risco IPl modificado- Ferreri et al, 2003; c) PS inicial- Oken et al, 1982; d) 0= 0%, 1= entre 1% e 25%,
2= entre 26% e 50%, 3= entre 51% e 75%, 4= entre 76% e 100%, 5= Nao Avaliavel, e) 0= negativo, 1= positivo, 2= Ndo

Avaliavel; f) conforme critério de Hans, 0= GCB, 1= Ndo-GCB, 2= Nao Avaliavel; g) média da expressao génica

normatizada para os genes de interesse; h) 0= Resposta Completa, 1= Resposta Parcial, 2= Progressao de Doenca, 3=

N&o Disponivel; i) valores em branco correspondem a amostras ndo amplificadas



Caracteristicas clinico-laboratoriais por paciente

(continuacao)

Expresséo Normatizada dos Genes de Interesse

.| B 2 2| 3 3 | g 3
() — \
sl 2 3| 3| 5| § | & %
ERE: E £ £ E | ¢ | E
s = = N N ©
= g S 8 N o) ) 3
z o Q 9 = 0 9
= o 5 a
P1 | 0,110 | 0,000 | 0,000 | 0,091 | 0,689 | 0,000 | 1,203
P2
P3 | 0,000 0,000 0,000 0,130 | 2,576 | 4,386 | 4,923
P4 | 0,000 0,336 0,000 | 0,645| 0,157 | 1,568 | 1,703
P6 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,197 | 7,140 | 0,000 | 3,297
P7 | 0,341 | 0,000 | 0,000 | 1,842 | 0,138 | 1,722 | 3,277
P8 | 0,235| 0,000 | 0,000 | 2,205 | 0,000 | 0,000 | 0,648
P9
P10 | 0,202 | 1,418 | 1,035 | 0,766 | 4,078 | 1,033 | 3,787
P11 | 0,235 | 0,000 | 9,215 | 0,352 | 10,973 | 0,000 | 8,337
P13 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 3,122 | 0,000
P14 | 0,304 | 0,000 | 0,000 | 0,081 | 1,636 | 6,141 | 2,716
P15 | 0,412 | 0,000 | 0,000 | 0,528 | 0,947 | 2,783 | 2,735
P16
P17 | 0,030 | 0,011 | 0,000 | 0,079 | 1,991 | 1,448 | 0,639
P18 | 0,371 | 0,000 | 0,000 | 1,472 | 0,451 | 0,000 | 1,113
P19 0,000 | 0,000
P21 0,000 | 0,000
P22 | 0,475| 0,000 | 1,730 | 5,566 | 17,506 | 1,683 | 7,376
P24
P25
P26 | 0,000 | 0,000 | 6,405 | 1,159 | 1,051 | 6,301 | 9,091
P27
P28
P30
P31
P32
P36
P37 | 0,070 | 0,218 | 0,000 | 0,324 | 0,065 | 4,481 | 1,640
P40 | 0,214 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,436 | 0,000 | 0,271
P41 | 0,641 | 0,070 | 4,159 | 0,652 | 7,785 | 0,000 | 5,446
P42 | 0,198 | 2,524 | 2,663 | 1,189 | 13,780 | 2,828 | 3,346
P43 | 0,201 | 10,072 | 2,009 | 0,564 | 6,560 | 2,134 | 3,427
P44 | 0,178 | 1,318 | 0,592 | 1,194 | 3,463 | 0,568 | 1,705
P51
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a) 0= ndo, 1= sim; b) risco IPl modificado- Ferreri et al, 2003; c) PS inicial- Oken et al, 1982; d) 0= 0%, 1= entre 1% e 25%,
2= entre 26% e 50%, 3= entre 51% e 75%, 4= entre 76% e 100%, 5= N&o Avaliavel; e) 0= negativo, 1= positivo, 2= Nao

Avaliavel; f) conforme critério de Hans, 0= GCB, 1= Ndo-GCB, 2= N&o Avaliavel; g) média da expressao génica

normatizada para os genes de interesse; h) 0= Resposta Completa, 1= Resposta Parcial, 2= Progressdo de Doenca, 3=
N&o Disponivel; i) valores em branco correspondem a amostras ndo amplificadas

#0 valor 0,000 corresponde a auséncia absoluta de expressao génica, portanto um valor a ser considerado.
##NA- corresponde a reagdes de RT-qPCR que foram consideradas como néo avaliaveis.
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Caracteristicas clinico-laboratoriais por paciente

(continuacao)
Informacdes sobre Primeira Linha de Informacgdes sobre Segunda Linha
Tratamento de Tratamento
| Blx e | |=
2| S| S5 8 B 5|28 4 s
2| & 3|alEg| 88| el 8
5|5 E|I9 g4|¢8 3| 58 ¢
8|2 |8 €E| 58S 5| 58| §| &
“|E| 28| 2 |g° & g3¢ &
— S & € | B &
o <| g

P1 | 11473 1] 913 0| O 0] O
P2 | 1541 | 1| 2,03 0| O 0] O
P3 | 1756 | 1| 397 1| 1| 327 0
P4 | 1]679| 1| 5,00 1 1]210 0
P6 | 1]622| 1| 530 0| 1]602]1] 0
P7 | 1]1823| 1| 0,70 2] 1] 10 1
P8 | 1]500| 1| 4,00 2] 1] 12 1
P9 | 1]730| 0] 5,00 0] O 0| O
P10| 1]612| 1| 0,13 2| 1] 00 1
P11 | 1788 | 1| 550 1| 1178 0
P13 | 1]499| 1| 8,73 0| O 0] O
P14 | 1]770| 1| 3,20 0| O 0] O
P15| 1]776| 0| 1,00 2| 1] 50 1
P16 | 1]647| 1| 3,83 0| 1]379]1] 0
P17 | 11601 | 1| 597 0] O 0| O
P18 | 1]768| 1| 0,60 0| 1]424]1] 0
P19 | 1]/494| 1| 6,33 0] O 0| O
P21 | 1]458| 0| 0,73 2| 1] 0,0 1

P22 | 1] 423 111,00 1) 1]424 0 1 11469145 211 0,8

P24 | 1]598| 1| 5,80 1| 1490 0| 1| Oo|645|07| 2| 1] 22
1 1 1] 1 0
1 1 1/ 0 0
1 1 0| O 0
1 1 0| O 0
1 1 2] 1 1
1 1 0| O 0
1 1 21 1 1
1 1 0] O 0
1 0 11 0 0

a) 0= ndo, 1= sim; b) risco IPl modificado- Ferreri et al, 2003; c) PS inicial- Oken et al, 1982; d) 0= 0%, 1= entre 1% e 25%,
2= entre 26% e 50%, 3= entre 51% e 75%, 4= entre 76% e 100%, 5= N&o Avaliavel; e) 0= negativo, 1= positivo, 2= Nao
Avaliavel; f) conforme critério de Hans, 0= GCB, 1= Ndo-GCB, 2= N&o Avaliavel; g) média da expressao génica
normatizada para os genes de interesse; h) 0= Resposta Completa, 1= Resposta Parcial, 2= Progressdo de Doenca, 3=
N&o Disponivel; i) valores em branco correspondem a amostras ndo amplificadas
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Caracteristicas clinico-laboratoriais por paciente
(continuacao)

Informaces sobre Terceira Linha de | Informac¢des sobre Quarta Linha de
Tratamento Tratamento
P2 | |

P3 1]799]6,2 1| 6,9 \

P4 1]72,0]6,0 1130 mnm
P6

P7 | |

P8 mm
P9

P10
P11
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P21 \

P22

P24

|
P25 | 1] 0]/603181] 2] 1] 02]
|

pacientes

P1 \

P26
P27
P28
P30
P31
P32
P36
P37
P40
P41
P42
P43
P44

P51
a) 0= ndo, 1= sim; b) risco IPl modificado- Ferreri et al, 2003; c) PS inicial- Oken et al, 1982; d) 0= 0%, 1= entre 1% e 25%,
2= entre 26% e 50%, 3= entre 51% e 75%, 4= entre 76% e 100%, 5= N&o Avaliavel; e) 0= negativo, 1= positivo, 2= Nao
Avaliavel; f) conforme critério de Hans, 0= GCB, 1= Ndo-GCB, 2= N&o Avaliavel; g) média da expressao génica
normatizada para os genes de interesse; h) 0= Resposta Completa, 1= Resposta Parcial, 2= Progressdo de Doenca, 3=
N&o Disponivel; i) valores em branco correspondem a amostras ndo amplificadas




Caracteristicas clinico-laboratoriais por paciente

(concluséo)

pacientes

P1

P2
P3
P4
P6
P7
P8
P9
P10
P11
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P21
P22
P24
P25
P26
P27
P28
P30
P31
P32
P36
P37
P40
P41
P42
P43
P44
P51

Informacdes sobre
Quarta Linha de
Tratamento

Recebeu algum

tratamento
radioterapico? (a)

TMO? (a)

O|0O|0|0O|O|O|O|O|0O|0O|O|O|O|O|O|O|O|O|O(O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O

ROk |Oo|R|O|k|k|lOokR|OR|R|R|FR|O|FR|O|F|O|R|O|FR|O|R|FR|O|0O|R|O|R |k |k O]

o

113

a) 0= ndo, 1= sim; b) risco IPl modificado- Ferreri et al, 2003; c) PS inicial- Oken et al, 1982; d) 0= 0%, 1= entre 1% e 25%,
2= entre 26% e 50%, 3= entre 51% e 75%, 4= entre 76% e 100%, 5= Nao Avaliavel; e) 0= negativo, 1= positivo, 2= Ndo

Avaliavel; f) conforme critério de Hans, 0= GCB, 1= Ndo-GCB, 2= Nao Avaliavel; g) média da expressao génica

normatizada para os genes de interesse; h) 0= Resposta Completa, 1= Resposta Parcial, 2= Progressdo de Doenca, 3=

N&o Disponivel; i) valores em branco correspondem a amostras ndo amplificadas



ANEXO B - Informacgdes sobre a primeira linha de tratamento oncolégico
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NUmero Total de Pacientes

% (n) 100% (35)
Recebeu 1 linha de tratamento?
nao (n) 5,7% (2)
sim (n) 94,3% (33)
total (n) 100% (35)
IDADE (anos)
n 33
média (dp) 59,2 (14,91)
1°g;mediana;3°q 49,7:61,2:71,1
min ; max 26,3:82,3
MTX Altas Doses
nao (n) 15,2% (5)
sim (n) 84,8% (28)
total (n) 100% (33)
Duracado TTO1 (meses)
n 33
média (dp) 4,3 (2,83)
1°g;mediana;3°q 19:40:64
min ; max 0,1:110
Melhor Resposta Clinica Durante o Tratamento
RC (n) 45,5% (15)
RP (n) 27,3% (9)
PD (n) 27,3% (9)
total (n) 100% (33)
Apresentou PD em algum momento?
nao (n) 45,5% (15)
sim (n) 54,5% (18)
total (n) 100% (33)
Recaida Ap6s RC
nao (n) 80% (12)
sim (n) 20% (3)
total (n) 100% (15)
Refratariedade a Primeira Linha de
Tratamento
nao (n) 72,7% (24)
sim (n) 27,3% (9)
total (n) 100% (33)
Intervalo entre Final de Tratamento e PD (meses)
n 18
média (dp) 18,0 (20,53)
1°g;mediana;3°q 0,8:6,8:39,1
min ; max 0,0 : 60,2
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ANEXO C - Valores da expresséo normatizada dos genes MYC, BCL2, POU2F1, MGMT, LMO2 e PDCD1 por paciente

(continua)
Amostra MYC PDCD1 01/out MGMT BCL2 BCL6 LMO2
P1 0,1103834 0 0 0 0,09072 1,20327293 0,68923207
P2t NA NA NA NA NA NA NA
P31 0 0 4,385562 0 0,13021 4,92333543 2,57602771
P41 0 0 1,567702 0,335666 0,64488 1,70344228 0,15703952
P6* 0 0 0 0 0,19728 3,29719402 7,14032912
P7#t 0,3405111 0 1,72209 0 1,84167 3,27660241 0,13764646
P8#t 0,2351414 0 0 0 2,2052 0,64762351 0
P9t NA NA NA NA NA NA NA
P10#t 0,2017973 1,0351888 1,033221 1,417807 0,7658 3,787009 4,07845604
P11t 0,2351788 9,2146338 0 0 0,3516 8,3368464 10,9727002
P13t 0 0 3122,622 0 0 0 0
P14t 0,3040957 0 6,14149 0 0,08092 2,715904 1,6358415
P15#1 0,412259 0 2,783416 0 0,52765 2,73477377 0,94713051
P16*t NA NA NA NA NA NA NA
P17 0,0301969 1,448191 0,010951 0,07898 0,63889135 1,99124978
P18*t 0,371486 0 0 1,47173 1,11302554 0,45144126
P19t NA NA 0 NA NA 0 NA
P21#t NA NA 0 NA NA 0 NA
P22t 0,4745787 1,729677 1,682568 0 5,56582 7,37556864 17,5060425
P24+ NA NA NA NA NA NA NA
P25t NA NA NA NA NA NA NA



Valores da expressao normatizada dos genes MYC, BCL2, POU2F1, MGMT, LMO2 e PDCDL1 por paciente
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(concluséao)

Amostra MYC PDCD1 01/out MGMT BCL2 BCL6 LMO2
P26 0 6,4048083 6,30088 0 1,15876 9,09111926 1,05112574
P27 NA NA NA NA NA NA NA
P28 NA NA NA NA NA NA NA

P30#t NA NA NA NA NA NA NA
P31t NA NA NA NA NA NA NA
P32#+ NA NA NA NA NA NA NA
P36 NA NA NA NA NA NA NA
P37t 0,0701626 0 4,481112 0,218243 0,32391 1,63956511 0,06489237
P40t 0,214366 0 0 0 0 0,2707965 0,43562553
P41 0,6413885 4,158813 0 0,070006 0,65164 5,446246 7,78468333
P42 0,1977622 2,6626342 2,827798 2,524375 1,18919 3,3456055 13,7798915
P43#t 0,2010405 2,0093818 2,134024 10,07229 0,56432 3,42655195 6,55950292
P44+t 0,1775013 0,5917454 0,567903 1,31804 1,19433 1,70547543 3,4625705
P51#t NA NA NA NA NA NA NA
Média 0,20085 1,3241373 137,3782 0,760352 0,90641 2,89908039 3,87721089
Mediana 0,2010405 0 1,448191 0 0,56432 2,715904 1,6358415

A numerac&o das amostras seguiu 0 numero original atribuido para a realizacéo desse trabalho, que partir de uma casuistica de 51 pacientes.
# Casos refratarios primarios. *Recaida tardia (>6 meses). T Obitos durante o tratamento. NA: corresponde a amostras ndo amplificadas
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ANEXO D - Comparacéo entre amostra total e a subamostra (incluidos apenas
pacientes com amplificacdes génicas avaliaveis)

(continua)
Variavel Populagéo Subamostra Comparacao
Global (%/n) (%/n) entre os Grupos
valor - p
Numero de pacientes
n 100% (35) 60% (21)
Idade ao diagnostico
(anos) teste t- student**
media (dp) 60,1 (15,22) 63,2(16,87) 0,493
<60anos (n) 45,7% (16) 33,3% (7) 0,412

>60anos (n)

54,3% (19)

66,7% (14)

total (n) 100% (35) 100% (21)
Sexo teste de independéncia *
frequéncia 0,785
masculino (n) 42,9% (15) 38,1% (8)
feminino (n) 57,1% (20) 61,9% (13)
total (n) 100% (35) 100% (21)
Anti-MYC teste de independéncia *
frequéncia|
0%-50% (n) 36,4% (12) 45% (9) 0,573
51%-100% (n) 63,6% (21) 55% (11)
total (n) 100% (33) 100% (20)
Anti-MGMT
frequéncia
negativo (n) 88,6% (31) 100% (21)
positivo (n) 0% (0) 0% (0)
total (n) 88,6% (31) 100% (21)
Anti-PDCD1 teste de independéncia *
frequéncia 0,823
negativo (n) 90,9% (30) 85,7% (18)
positivo (n) 9,1% (3) 14,3% (3)
total (n) 100% (33) 100% (21)
Anti-BCL2 teste de independéncia *
frequéncia

0%-50% (n)
51%-100% (n)
total (n)

15,2% (5)
84,8% (28)
100% (33)

14,3% (3)
85,7% (18)
100% (21)

1,000
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Comparagdo entre amostra total e a subamostra (incluidos apenas pacientes

com amplificacdes génicas avaliaveis) \(continuacsio

Variavel Populagéo Subamostra Comparacao
Global (%/n) (%/n) entre os Grupos
valor - p
Anti-LMO2 teste de independéncia *
frequéncia
0%-25% (n) 43,8% (14) 47,6% (10) 1,000
26%-100% (n) 56,3% (18) 52,4% (11)
total (n) 100% (32) 100% (21)
Anti-POU2F1 teste de independéncia *
frequéncia 1,000
negativo (n) 0% (0) 0% (0)
positivo (n) 94,4% (33) 100% (21)
Anti-CD20
frequéncia
negativo (0) (n) 0% (0) 0% (0)
positivo (1) (n) 100% (35) 100% (21)
total (n) 100% (35) 100% (21)
Anti-CD3 teste de independéncia *
frequéncia 1,000
negativo (0) (n) 87,5% (28) 89,5% (17)
positivo (1) (n) 12,5% (4) 10,5% (2)
total (n) 100% (32) 100% (19)
Anti-CD56
frequéncia
negativo (0) (n) 100% (6) 100% (3)
positivo (1) (n) 0% (0) 0% (0)
total (n)  100% (6) 100% (3)
Ki67
frequéncia
negativo (0) (n) 0% (0) 0% (0)
positivo (1) (n) 100% (29) 100% (19)
total (n) 100% (29) 100% (19)
Anti-BCL6 teste de independéncia *
frequéncia 1,000
negativo (0) (n) 57,1% (8) 66,7% (6)
positivo (1) (n) 42,9% (6) 33,3% (3)

total (n) 100% (14) 100% (9)
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Comparagdo entre amostra total e a subamostra (incluidos apenas pacientes

com amplificacdes génicas avaliaveis) (continuacso)

Variavel Populagéo Subamostra Comparacao
Global (%/n) (%/n) entre os Grupos
valor - p
Anti-CD10 teste de independéncia *
frequéncia 1,000
negativo (0) (n) 73,3% (11) 70% (7)
positivo (1) (n)  26,7% (4) 30% (3)
total (n) 100% (15) 100% (10)
Anti-MUM1 teste de independéncia *
frequéncia 1,000
negativo (0) (n) 25% (3) 25% (2)
positivo (1) (n) 75% (9) 75% (6)
total (n) 100% (12) 100% (8)
COO Subtipo teste de independéncia *
frequéncia 1,000
GCB (n) 26,7% (4) 30% (3)
nao-GCB (n) 73,3% (11) 70% (7)
total (n) 100% (15) 100% (10)
Acometimento de
regides profundas SNC teste de independéncia *
frequéncia 0,508
nao (n) 22,9% (8) 14,3% (3)
sim (n) 77,1% (27) 85,7% (18)
total (n) 100% (35) 100% (21)
LCR teste de independéncia *
frequéncia 0,622
citologia negativa (n) 94,1% (32) 90% (18)
sim (n) 5,9% (2) 10% (2)
total (n) 100% (34) 100% (20)
HIC teste de independéncia *
frequéncia 0,558

ndo (n) 71,4% (25) 61,9% (13)
sim (n) 28,6% (10) 38,1% (8)
total (n) 100% (35) 100% (21)
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Comparagdo entre amostra total e a subamostra (incluidos apenas pacientes

com amplificacdes génicas avaliaveis) (continuacso)

Variavel Populagéo Subamostra Comparacao
Global (%/n) (%/n) entre os Grupos
valor - p
Idade ao 6bito (anos) teste t- student**
media (dp) 67,5(11,63) 71,0(12,25) 0,356
frequéncia teste de independéncia *
<50anos (n) 26,9% (7) 20% (3) 0,458
50a69anos (n) 34,6% (9) 20% (3)
270anos (n) 38,5% (10) 60% (9)
total (n) 100% (26) 100% (15)
Tempo entre diagnostico e Obito
(meses) teste t- student**
media (dp) 32,2 (27,10) 28,8(28,20) 0,705
frequéncia teste de independéncia *
<12meses (n) 34,6% (9) 40% (6) 0,916
12a36 meses (n) 19,2% (5) 20% (3)
236 anos (n) 46,2% (12) 40% (6)
total (n) 100% (26) 100% (15)
Idade na Gltima consulta (anos) teste t- student**
media (dp) 53,2 (17,34) 55,1(19,00) 0,844
Tempo entre diagnostico e ultima consulta (meses) teste t- student**
media (dp) 77,5(50,11) 67,9(44,21) 0,709
Tempo de seguimento (meses) teste t- student**
media (dp) 43,8 (39,18) 39,9 (37,06) 0,715
P.S. iniciall teste t- student**
frequéncia teste de independéncia *
0+1+2 (n) 57,1% (20) 47,6% (10) 0,584
3+4 (n) 42,9% (15) 52,4% (11)
total (n) 100% (35) 100% (21)
Risco IPI teste de independéncia *
frequéncia 0,572
baixa (0+1) (n) 20% (7) 9,5% (2)
intermediario (2+3) (n) 48,6% (17) 47,6% (10)
alto (4+5) (n) 31,4% (11) 42,9% (9)
total (n) 100% (35) 100% (21)
frequéncia teste de independéncia *
baixa (0+1) (n) 20% (7) 9,5% (2) 0,459
nao baixa (2+3+4+5) (n) 80% (28) 90,5% (19)

total (n) 100% (35) 100% (21)
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Comparagdo entre amostra total e a subamostra (incluidos apenas pacientes

com amplificacdes génicas avaliaveis) (continuacso)

Variavel Populagéo Subamostra Comparacao
Global (%/n) (%/n) entre os Grupos
valor - p
Tratamento com RDT teste de independéncia *
frequéncia 0,777
nao (n) 40% (14) 33,4 (7)
sim (n) 60% (21) 66,6% (14)
total (n) 100% (35) 100% (9)
Realizacdo DE TMO teste de independéncia *
frequéncia
ndao (n) 100% (35) 100% (21)
sim (n) 0% (0) 0% (0)
total (n) 100% (35) 100% (21)
Neurotoxicidades? teste de independéncia *
frequéncia 0,786
ndo (n) 57,1% (20) 52,4% (11)
sim (n) 42,9% (15) 47,6% (10)
total (n) 100% (35) 100% (21)
PRIMEIRA LINHA DE TRATAMENTO ONCOLOGICO
RECEBEU 12 LINHA? teste de independéncia *
frequéncia 0,626
nao (n) 57% (2) 9,5% (2)
sim (n) 94,3% (33) 90,5% (19)
total (n) 100% (35) 100% (21)
Idade TTO1 (anos) teste t- student**
n 33 19
media (dp) 59,2 (1491) 61,7(16,88) 0,576
HD-MTX 1 teste de independéncia *
frequéncia 1,000
nao (n) 15,2% (5) 15,8% (3)
sim (n) 84,8% (28) 84,2% (16)
total (n) 100% (33) 100% (19)
Duracdo TTOl (meses) teste t- student**
n 33 19
media (dp) 4,3(2,83) 4,1(3,24) 0,799
frequéncia teste de independéncia *
<4meses (n) 51,5% (17) 57,9% (11) 0,775
>4 meses (n) 48,5% (16) 42,1% (8)

total (n) 100% (33) 100% (19)
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Comparagdo entre amostra total e a subamostra (incluidos apenas pacientes
com amplificacdes génicas avaliaveis)

(concluséo)

Variavel

Populacgéo
Global (%/n)

Subamostra Comparacéo
(%/n) entre os Grupos
valor - p

Resposta a primeira linha de

tratamento teste de independéncia *
frequéncia 0,715
RC (n) 45,5% (15) 36,8% (7)
RP (n) 27,3% (9) 36,8% (7)
PD (n) 27,3% (9) 26,3% (5)
total (n) 100% (33) 100% (19)
Apresentou PD? teste de independéncia *
frequéncia 1,000
nao (n) 45,5% (15) 42,1% (8)
sim (n) 54,5% (18) 57,9% (11)
total (n) 100% (33) 100% (19)
Recaida? teste de independéncia *
frequéncia 1,000
nao (n) 80% (12) 71,4% (5)
sim (n) 20% (3) 28,6% (2)
total (n) 100% (15) 100% (7)
Refratariedade? teste de independéncia *
frequéncia 0% () 0% () 1,000
ndo (n) 72,7% (24) 73,7% (14)
sim (n) 27,3% (9) 26,3% (5)
total (n) 100% (33) 100% (19)

Se teve pd depois ttol, tempo entre final tratamento e

pd 1 (meses)

teste t- student**

n

media (dp) 18,0 (20,53)

18

20,3 (21,29)

11
0,774

1°g med 3°q - 1°quartil mediana 3°quartil ; dp - desvio padréo

* Teste de independéncia (teste exato de Fisher)

HIPOTESES DO TESTE

** Teste T-student
HIPOTESES DO TESTE

Ho: h& independéncia entre grupo e variavel
HA: ha associagao entre grupo e variavel

Ho: as médias dos grupos sao iguais
HA: as médias dos grupos sao diferentes
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ANEXO E - Curvas de ROC para expressao da proteina MYC

Considerando recaida

Cut point  Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=1) 0.00%  100.00% 78.57% 10
(>=2) 33.33% 63.64%  57.14%  0.9167 10,476
(>=3) 66.67% 27.27% 35.71% 0.9167 12,222
(>=4) 66.67% 9.09% 21.43% 0.7333 36,667
g -
° 0.60 0.55 0.130 o.%s 1.60
1 - Specificity

Area under ROC curve = 0.43%4
g AT T T T T

0.00 0.25 0.75 1.00

0.50
Probability cutoff

—e— Sensitivity ——e—— Specificity




Considerando refratariedade

Cut point  Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 100.00% 0.00% 29.03% 1.0000
(>=1) 88.89% 4.55% 29.03% 0.9312 24,444
(>=2) 77.78% 18.18% 35.48% 0.9506 12,222
(>=3) 77.78% 36.36% 48.39% 1.2222 0.6111
(>=4) 55.56% 63.64% 61.29% 1.5278 0.6984
(> 4) 0.00%  100.00% 70.97% 10
3
5
g |

0.60 0.55 0.;50 0.%5 1.60

1 - Specificity

Area under ROC curve = 0.5808
8
d AY T T T T

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Probability cutoff

—e— Sensitivity ——e—— Specificity
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Considerando 6bito

Cut point  Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 100.00% 0.00% 75.76% 1.0000
(>=1) 92.00% 12.50% 72.73% 1.0514 0.6400
(>=2) 76.00% 25.00% 63.64% 1.0133 0.9600
(>=3) 68.00% 50.00% 63.64% 1.3600 0.6400
(>=4) 48.00% 87.50% 57.58% 3.8400 0.5943
(> 4) 0.00%  100.00% 24.24% 1.0000
3
5
g |

0.2)0 0.%5 0.;50 O.%S 1.60

1 - Specificity

Area under ROC cur\e = 0.6525
3
5
° 0.60 0.55 : 0.%5 1.60

0.50
Probability cutoff

——e— Sensitivity —e—— Specificity
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Considerando progresséo da doenca
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Cut point  Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 100.00% 0.00% 54.84% 1.0000
(>=1) 94.12% 7.14% 54.84% 1.0136 0.8235
(>=2) 82.35% 21.43% 54.84% 1.0481  0.8235
(>=3) 76.47% 42.86% 61.29% 1.3382 0.5490
(>=4) 52.94% 71.43% 61.29% 1.8529 0.6588
(> 4) 0.00%  100.00% 45.16% 10
° om
1 - Specificity

Area under ROC curve = 0.6261
Q
8
g A‘Y T T T T

0.00 0.25 0.75 1.00

0.50
Probability cutoff

—e—— Sensitivity ——e—— Specificity
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ANEXO F - Curva de ROC para expressao da proteina BCL2

Considerando recaida

Cut point  Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=1) 0.00%  100.00% 76.92% 10
(>=2) 33.33% 30.00% 30.77% 0.4762 22,222
(>=3) 66.67% 20.00% 30.77% 0.8333 16,667
(>=4) 66.67% 0.00% 15.38% 0.6667
(> 4) 100.00% 0.00% 23.08% 1.0000
g
3
g -
g |

0.60 0.55 0.%0 0.%5 1.60

1 - Specificity

Area under ROC curve = 0.3000
g |
° 0.2)0 0.&5 : O.%S 1.60

0.50
Probability cutoff

—e— Sensitivity ——e—— Specificity
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Considerando refratariedade

Cut point  Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=1) 100.00% 0.00% 29.03% 1.0000
(>=2) 100.00% 9.09% 35.48% 1.1000 0.0000
(>=3) 100.00% 18.18% 41.94% 1.2222 0.0000
(>=4) 88.89% 40.91% 54.84% 1.5043 0.2716
(> 4) 0.00% 100.00% 70.97% 1.0000
g |
3
5
g -
g |

0.2)0 0.55 0.%0 0.%5 1.60

1 - Specificity

Area under ROC curve = 0.6591
3
5
g -
° 0.60 0.55 : 0.;5 1.60

0.50
Probability cutoff

—e— Sensitivity ——e—— Specificity




Considerando 6bito

Cut point  Sensitivity Specificity Classified RV+  RV-
(>=0) 100.00% 0.00% 78.79% 1.0000
(>=1) 96.15% 0.00% 75.76% 0.9615
(>=2) 92.31% 14.29% 75.76% 1.0769 0.5385
(>=3) 92.31% 42.86% 81.82% 1.6154 0.1795
(>=4) 69.23% 57.14% 66.67% 1.6154 0.5385
(> 4) 0.00% 100.00% 21.21% 10
g |
; |
g AT T T T T

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

1 - Specificity

Area under ROC cur\e = 0.6621
S e .
g |
3
<
8
g e .
o T T T T

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Probability cutoff
’—0— Sensitivity —e— Specificity‘

Considerando progresséo de doenca
Cut point  Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
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(>=1) 0.00%  100.00% 41.94% 10
(>=2) 66.67% 30.77% 51.61% 0.9630 10.833
(>=3) 88.89% 15.38% 58.06% 1.0505 0.7222
(>=4) 88.89% 0.00% 51.61% 0.8889
(> 4) 100.00% 0.00% 58.06% 1.0000
° 0.60 0.125 0.;50 0.%5 1.60

1 - Specificity

0.50 0.75 1.00
1 1 1

0.25
1

0.00
1

Area under ROC cur\e = 0.4872

T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Probability cutoff

—=e—— Sensitivity —e—— Specificity
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ANEXO G - Curva de ROC para expressao da proteina LMO2

Considerando recaida

Cut point Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-

(>=0) 100.00% 0.00% 23.08% 10.000

(>=2) 100.00% 10.00% 30.77% 11.111 0.0000
(>=3) 66.67%  50.00% 53.85% 13.333 0.6667
(>=4) 66.67%  80.00% 76.92% 33.333 0.4167
(>=4) 0.00% 100.00% 76.92% 10

0.25 0.50 0.75 1.00

0.00

0.25 0.50 0.75 1.00

0.00

T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Specificity
Area under ROC curve = 0.7000

T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Probability cutoff

—e— Sensitivity —e—— Specificity
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ANEXO H - Curvas de ROC para a expressao normatizada do gene MYC

Considerando recaida

132

Cut point Sensitivity  Specificity  Classified RV+ RV-
(>=0) 0.00% 100.00% 71.43% 10.000
(>=.030197) 0.00% 80.00% 57.14% 0.0000 12.500
(>=.110383) 50.00% 80.00% 71.43% 2.5000 0.6250
(>=.304096) 50.00% 60.00% 57.14% 1.2500 0.8333
(>=.371486) 50.00% 40.00% 42.86% 0.8333 12.500
(>=.641388) 50.00% 20.00% 28.57% 0.6250 25.000
( > .641388) 100.00% 0.00% 28.57% 1.0000
g
3 . .
o i
S AL_
o T T T T T

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

1 - Specificity

Area under ROC curve = 0.4500
< Ao—o—T
3 y
&
o i
8
O. AY T T T T

0.00 0.25 0.75 1.00

0.50
Probability cutoff

—e—— Sensitivity —e—— Specificity




Considerando refratariedade
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Cut point Sensitivity  Specificity  Classified RV+ RV-
(>=0) 100.00% 0.00% 26.32% 1.0000
(>=.030197) 100.00% 35.71% 52.63% 1.5556 0.0000
(>=.070163) 100.00% 42.86% 57.89% 1.7500 0.0000
(>=.110383) 100.00% 50.00% 63.16% 2.0000 0.0000
(>=.197762) 100.00% 57.14% 68.42% 2.3333 0.0000
(>=.201041) 100.00% 64.29% 73.68% 2.8000 0.0000
(>=.201797) 80.00% 64.29% 68.42% 2.2400 0.3111
(>=.235141) 60.00% 64.29% 63.16% 1.6800 0.6222
(>=.235179) 40.00% 64.29% 57.89% 1.1200 0.9333
(>=.304096) 40.00% 71.43% 63.16% 1.4000 0.8400
(>=.340511) 40.00% 78.57% 68.42% 1.8667 0.7636
(>=.371486) 20.00% 78.57% 63.16% 0.9333 10.182
(>=.412259) 20.00% 85.71% 68.42% 1.4000 0.9333
(>=.474579) 0.00% 85.71% 63.16% 0.0000 11.667
(>=.641388) 0.00% 92.86% 68.42% 0.0000 10.769
(> .641388) 0.00%  100.00% 73.68% 10.000

<}
@
—

0
b3
(=}

0.25 0.50

0.00

0.25 0.50 0.75 1.00

0.00

T
0.00

Area under ROC curve = 0.7143

T
0.25

T
0.50
1 - Specificity

T T
0.75 1.0

0

T
0.00

T
0.25

0.50
Probability cutoff

T
0.75

—=e— Sensitivity

—e— Specificity

T
1.00
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ANEXO | - Curvas de ROC para a expressao normatizada do gene MGMT

Considerando recaida

Cut point Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 0.00%  100.00% 71.43% 10.000
(>=.010951) 0.00% 80.00% 57.14% 0.0000 12.500
(>=.070006) 0.00% 60.00% 42.86% 0.0000 16.667
(> .070006) 100.00% 0.00% 28.57% 1.0000

0.50 0.75 1.00
1 1 1

0.25
1

0.00

T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Specificity

Area under ROC curve = 0.3000

0.50 0.75 1.00
I I I
3
>

0.25
1

0.00
1
>

T T T T
0.00 0.25 0.75 1.00

0.50
Probability cutoff

—e—— Sensitivity ——e—— Specificity




Considerando refratariedade
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Cut point Sensitivity  Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 100.00% 0.00% 26.32% 1.0000
(>=.010951) 40.00% 64.29% 57.89% 1.1200 0.9333
(>=.070006) 40.00% 71.43% 63.16% 1.4000 0.8400
(>=.218243) 40.00% 78.57% 68.42% 1.8667 0.7636
(>=.335666) 40.00% 85.71% 73.68% 2.8000 0.7000
(>=1.41781) 40.00% 92.86% 78.95% 5.6000 0.6462
(>=2.52437) 20.00% 92.86% 73.68% 2.8000 0.8615
(>=10.0723) 20.00% 100.00%  78.95% 0.8000
(> 10.0723) 0.00% 100.00%  73.68% 10.000
° 0.00 0.25 o.éq_ ) 0.75 1.00
1 - Specificity
Area under ROC curve = 0.5786

0.75
1

0.50
1

0.00
Il

8
N - N\
o

4 ./“

0.00 0.25

0.50
Probability cutoff

0.75

——e— Sensitivity —e»— Specificity‘

1.00



ANEXO J - Curvas de ROC para a expressdo normatizada do gene PDCD1

Considerando recaida
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Cut point Sensitivity  Specificity Classified RV+ RV-

(>=0) 0.00% 100.00% 71.43% 10.000
(>=4.15881) 0.00% 80.00% 57.14% 0.0000 12.500
(> 4.15881) 100.00% 0.00% 28.57% 1.0000
° 0.60 0.55 0.%0 0.%5 1.60

1 - Specificity

0.50 0.75 1.00
1 1 1

0.25
1

0.00
1

Area under ROC curve = 0.4000

T T

T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Probability cutoff

’—0— Sensitivity ——e—— Specificity

Considerando refratariedade
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Cut point Sensitivity  Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 0.00%  100.00% 73.68% 10.000
(>=1.03519) 0.00% 92.86% 68.42% 0.0000 10.769
(>=1.72968) 0.00% 85.71% 63.16% 0.0000 11.667
(>=2.00938) 0.00% 78.57% 57.89% 0.0000 12.727
(>=2.66263) 0.00% 71.43% 52.63% 0.0000  14.000
(>=4.15881) 20.00% 71.43% 57.89% 0.7000  11.200
(>=6.40481) 20.00% 64.29% 52.63% 0.5600 12.444
(>=9.21463) 40.00% 64.29% 57.89% 1.1200 0.9333
(> 9.21463) 100.00% 0.00% 26.32% 1.0000
° 0.00 025 O.ISQ' . 0.75 1.00

1 - Specificity

Area under ROC curwe = 0.4643

0.50 0.75 1.00
I I I

0.25
I

0.00
1

T

0.25

0.50
Probability cutoff

T T

0.75

‘—0— Sensitivity —e— Specificity‘

1.00

ANEXO K - Curvas de ROC para a expressao normatizada do gene BCL2

Considerando recaida
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Cut point Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 100.00% 0.00% 28.57% 1.0000
(>=.078983) 100.00% 20.00% 42.86% 1.2500 0.0000
(>=.080915) 100.00% 40.00% 57.14% 1.6667 0.0000
(>=.090718) 100.00% 60.00% 71.43% 2.5000 0.0000
(>=.197275) 100.00% 80.00% 85.71% 5.0000 0.0000
(>=.651635) 50.00% 80.00% 71.43% 2.5000 0.6250
(>=1.47173) 50.00%  100.00% 85.71% 0.5000
(> 1.47173) 0.00%  100.00% 71.43% 10.000
° 0.60 O.&S ! -Sgégﬁcity 0.;5 1.00
Area under ROC curve = 0.9000
° 0.60 O.&S O.LSO 0.%5 1.00
Probability cutoff
‘—0— Sensitivity ——e—— Specificity

Considerando refratariedade

Cut point Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 100.00% 0.00% 26.32% 1.0000
(>=.078983) 100.00% 7.14% 31.58% 1.0769 0.0000



(>=.080915)
(>=.090718)
(>=.130212)
(>=.197275)
(>=.32391)

(>= .3516)

(>= .527652)
(>= 564317 )
(>=.64488)

(>= .651635)
(>=.7658)

(>=1.15876)
(>=1.18919)
(>=1.47173)
(>=1.84167)
(>=2.2052)

(>=5.56582)
(> 5.56582)

100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
80.00%
60.00%
60.00%
60.00%
40.00%
40.00%
40.00%
40.00%
20.00%
0.00%
0.00%

14.29%
21.43%
28.57%
35.71%
42.86%
50.00%
57.14%
57.14%
57.14%
64.29%
71.43%
71.43%
78.57%
85.71%
92.86%
92.86%
92.86%

100.00%

36.84%
42.11%
47.37%
52.63%
57.89%
63.16%
68.42%
63.16%
57.89%
63.16%
68.42%
63.16%
68.42%
73.68%
78.95%
73.68%
68.42%
73.68%

1.1667
1.2727
1.4000
1.5556
1.7500
2.0000
2.3333
1.8667
1.4000
1.6800
2.1000
1.4000
1.8667
2.8000
5.6000
2.8000
0.0000

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.3500
0.7000
0.6222
0.5600
0.8400
0.7636
0.7000
0.6462
0.8615
10.769
10.000
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ANEXO L - Curvas de ROC para a expressao normatizada do gene LMO2

Considerando recaida
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Cut point Sensitivity  Specificity Classified RV+ RV-

(>=0) 100.00% 0.00% 28.57% 1.0000
(>=.451441) 100.00% 20.00% 42.86% 1.2500 0.0000
(>=.689232) 50.00% 20.00% 28.57% 0.6250  25.000
(>=1.63584) 50.00% 40.00% 42.86% 0.8333  12.500
(>=1.99125) 50.00% 60.00% 57.14% 1.2500 0.8333
(>=7.14033) 50.00% 80.00% 71.43% 2.5000 0.6250
(>=7.78468) 0.00% 80.00% 57.14% 0.0000  12.500
(> 7.78468) 0.00%  100.00% 71.43% 10.000

L~
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0.75
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I
3
3
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1
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Probability cutoff
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Considerando refratariedade

141

Cut point Sensitivity  Specificity  Classified RV+ RV-
(>=0) 0.00%  100.00% 73.68% 10.000
(>=.064892) 0.00% 92.86% 68.42% 0.0000 10.769
(>=.137646) 0.00% 85.71% 63.16% 0.0000 11.667
(>=.15704) 0.00% 78.57% 57.89% 0.0000 12.727
(>=.451441) 0.00% 71.43% 52.63% 0.0000  14.000
(>=.689232) 0.00% 64.29% 47.37% 0.0000 15.556
(>=.947131) 20.00% 64.29% 52.63% 0.5600 12.444
(>=1.05113) 40.00% 64.29% 57.89% 1.1200 0.9333
(>=1.63584) 40.00% 57.14% 52.63% 0.9333  10.500
(>=1.99125) 40.00% 50.00% 47.37% 0.8000 12.000
(>=2.57603) 40.00% 42.86% 42.11% 0.7000  14.000
(>=4.07846) 40.00% 35.71% 36.84% 0.6222  16.800
(>=6.5595) 60.00% 35.71% 42.11% 0.9333  11.200
(>=7.14033) 60.00% 28.57% 36.84% 0.8400 14.000
(>=7.78468) 60.00% 21.43% 31.58% 0.7636  18.667
(>=10.9727) 60.00% 14.29% 26.32% 0.7000  28.000
(>=13.7799) 80.00% 14.29% 31.58% 0.9333  14.000
(>=17.506) 80.00% 7.14% 26.32% 0.8615  28.000
(> 17.506) 100.00% 0.00% 26.32% 1.0000
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ANEXO M - Curvas de ROC para a expressao normatizada do gene POU2F1

Considerando recaida

Cut point Sensitivity  Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 0.00%  100.00% 75.00% 10.000
(>=1.44819) 0.00% 83.33% 62.50% 0.0000 12.000
(>=3.122) 0.00% 66.67% 50.00% 0.0000 15.000
(>=6.14149) 0.00% 50.00% 37.50% 0.0000 20.000
(> 6.14149) 100.00% 0.00% 25.00% 1.0000
° oo 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Specificity

Area under ROC curve = 0.2500
S e .
g -
8 .
d L T T T T T

0.00 0.25 0.75 1.00

0.50
Probability cutoff
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Considerando refratariedade
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Cut point Sensitivity  Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 0.00%  100.00% 71.43% 10.000
(>=1.03322) 0.00% 93.33% 66.67% 0.0000 10.714
(>=1.44819) 0.00% 86.67% 61.90% 0.0000 11.538
(>=1.5677) 0.00% 80.00% 57.14% 0.0000 12.500
(>=1.68257) 0.00% 73.33% 52.38% 0.0000 13.636
(>=1.72209) 0.00% 66.67% 47.62% 0.0000  15.000
(>=2.13402) 0.00% 60.00% 42.86% 0.0000 16.667
(>=2.78342) 16.67% 60.00% 47.62% 0.4167  13.889
(>=2.8278) 33.33% 60.00% 52.38% 0.8333 11.111
(>=3.122) 50.00% 60.00% 57.14% 1.2500 0.8333
(>=4.38556) 50.00% 53.33% 52.38% 1.0714 0.9375
(>=4.48111) 50.00% 46.67% 47.62% 0.9375 10.714
(>=6.14149) 50.00% 40.00% 42.86% 0.8333  12.500
(>=6.30088) 66.67% 40.00% 47.62% 1.1111 0.8333
(> 6.30088) 100.00% 0.00% 28.57% 1.0000
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Cut point Sensitivity  Specificity Classified RV+ RV-

(>=0) 100.00% 0.00% 25.00% 1.0000
(>=.638891) 100.00% 33.33% 50.00% 1.5000 0.0000
(>=1.11303) 100.00% 50.00% 62.50% 2.0000 0.0000
(>=1.20327) 50.00% 50.00% 50.00% 1.0000 10.000
(>=2.7159) 50.00% 66.67% 62.50% 1.5000 0.7500
(>=3.29719) 50.00% 83.33% 75.00% 3.0000 0.6000
(>=5.44625) 0.00% 83.33% 62.50% 0.0000 12.000
(> 5.44625) 0.00%  100.00% 75.00% 10.000
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Cut point Sensitivity Specificity  Classified RV+ RV-
(>=0) 0.00%  100.00% 71.43% 10.000
(>=.638891) 0.00% 93.33% 66.67% 0.0000 10.714
(>=.647623) 0.00% 86.67% 61.90% 0.0000 11.538
(>=1.11303) 0.00% 80.00% 57.14% 0.0000 12.500
(>=1.20327) 0.00% 73.33% 52.38% 0.0000 13.636
(>=1.63957) 0.00% 66.67% 47.62% 0.0000 15.000
(>=1.70344) 16.67% 66.67% 52.38% 0.5000 12.500
(>=2.7159) 33.33% 66.67% 57.14% 1.0000  10.000
(>=2.73477) 33.33% 60.00% 52.38% 0.8333 11.111
(>=3.2766) 33.33% 53.33% 47.62% 0.7143  12.500
(>=3.29719) 50.00% 53.33% 52.38% 1.0714 0.9375
(>=3.34561) 66.67% 53.33% 57.14% 1.4286 0.6250
(>=3.42655) 66.67% 46.67% 52.38% 1.2500 0.7143
(>=3.78701) 66.67% 40.00% 47.62% 1.1111 0.8333
(>=4.92334) 66.67% 33.33% 42.86% 1.0000 10.000
(>=5.44625) 66.67% 26.67% 38.10% 0.9091 12.500
(>=7.37557) 66.67% 20.00% 33.33% 0.8333  16.667
(>=8.33685) 83.33% 20.00% 38.10% 1.0417 0.8333
(>=9.09112) 83.33% 13.33% 33.33% 0.9615 12.500
(> 9.09112) 100.00% 0.00% 28.57% 1.0000
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ANEXO O - Construgdo das curvas de SG, SLP e SLD (método de Kaplan-

Meier)
Variavel SG (meses) SLP (meses) SLD (meses)
Numero de
pacientes
n 100% (35) 100% (33) 100% (15)
Tempo de sobrevida depois diagndstico *
meédia (ep) 56,8 (10,34) 53,8 (10,71) 76,86 (16,58)
IC95% média 36,5;77,0 32,8 ;74,8 44,36 ; 109,36
mediana (ep) 42,6 (8,18) 41,0 (10,90) 59,2 (13,93)
IC95% mediana 26,6 ; 58,6 19,7 ;62,4 31,94 ; 86,58
limitado por 171,8 171,8 163,4
frequéncia
Obito (n) 74,3% (26) 75,8% (25) 53,3% (8)
vivos (n) 25,7% (9) 24,2% (8) 46,6% (7)
total 100,0% (35) 100,0% (33) 100,0% (15)
Probabilidade de sobrevida
em 1 meses 1,000 1,000 1,000
em 2 meses 0,971 0,970 1,000
em 4 meses 0,857 0,848 0,933
em 6 meses 0,829 0,818 0,933
em 8 meses 0,743 0,697 0,933
em 12 meses 0,734 0,697 0,933
em 18 meses 0,685 0,636 0,933
em 24 meses 0,655 0,636 0,933
em 36 meses 0,579 0,573 0,790
em 48 meses 0,438 0,371 0,565
em 60 meses 0,404 0,259 0,485
em 90 meses 0,215 0,162 0,258
em150 meses 0,144 0,162 0,258

em 170 meses 0,144 0,162
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(continua)

Gene/Proteina

de Interesse IHQ 0% IHQ 1%-25% IHQ 26%-50% IHQ 51%-75% IHQ 76%-100%
MYC
n 3 2 4 5 6
meédia (dp) 0,205 ( 0,0087) 0,089 (0,1255) 0,053 (0,0480) 0,291 ( 0,2865) 0,293 (0,0844)
mediana 0,202 0,089 0,050 0,341 0,270
min ; max 0,198 : 0,214 0,000:0,178 0,000:0,110 0,000 : 0,641 0,201:0,412
MGMT
n 21 0 0 0 0
meédia (dp) 0,760 ( 2,2315)
mediana 0,000
min ; max 0,000 : 10,072
PDCD1
n 18 2 0 0 1
média (dp) 1,545 (2,6101) 0,000 ( 0,0000) 0,000 ( . )
mediana 0,000 0,000
min ; max 0,000 : 9,215 0,000 : 0,000
BCL2
n 1 1 1 4 14
meédia (dp) 0,000 ( . ) 0,297 ( . ) 0,079 ( . ) 0,716 (0,5564) 1,135(1,4370)
mediana 0,770 0,648
min ; max 0,130: 1,194 0,000 : 5,566
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(concluséo)

Gene/Proteina

de Interesse IHQ 0% IHQ 1%-25% IHQ 26%-50% IHQ 51%-75% IHQ 76%-100%
LMO2
n 9 1 4 3 4
média (dp)| 2,940 (4,6009) 0,138( . ) 0,783 (0,8547) 5,062 ( 5,1408) 9,127 (5,8151)
mediana 0,947 0,570 2,576 7,463
min ; max 0,000 : 13,780 0,000 : 1,991 1,636 :10,973 4,078 : 17,506
POU2F1
n 0 1 0 0 22
média (dp) 1568( . ) 1,756 (2,0497)
mediana 1,241
min ; max 0,000 : 6,301

dp - desvio padréo
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RESUMO

Reis DGC. Analise do perfil da expressdo dos genes MYC, BCL2, LMO2,
MGMT, POU2F1, PDCD1 e BCL6 e suas respectivas proteinas em linfoma
primario de sistema nervoso central [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2019.

Introducdo: Linfoma primario de sistema nervoso central (LPSNC) é um
linfoma n&o-Hodgkin (LNH) extranodal com origem no SNC e a ele restrito,
incidéncia de 0,7/100.000 pessoas-ano e mediana de idade de 65 anos.
Apresenta comportamento biolégico agressivo, alta morbimortalidade,
sobrevida global em 5 anos de 30% e pior prognoéstico em relacéo ao linfoma
difuso de grandes células B (LDGCB) sistémico. O tratamento consiste em
quimioterapia de inducdo com altas doses de metotrexate, seguido de
consolidacdo, porém com alta taxa de recorréncia (50%) e refratariedade
(30%). Estudos genéticos tém permitido melhor compreensdo de sua
patogénese, como a hiperativacédo da via do NFkB e da via da sinalizacdo do
BCR; o papel do microambiente tumoral, entre outros. Estudos preliminares
com LPSNC e LDGCB indicam valor prognéstico favoravel da hiperexpressao
dos genes BCL6 e LMO2 e desfavoraveis nos casos de suprarregulacao dos
genes BCL2, MYC, MGMT, POU2F1 e PDCD1. Objetivo: Avaliar o impacto da
expresséo dos genes MYC, BCL2, LMO2, MGMT, POU2F1, PDCD1 e BCL6 e
suas respectivas proteinas em pacientes com LPSNC e suas correlacbes com
os desfechos clinicos de sobrevida global (SG) e sobrevida livre de progressao
(SLP). Métodos: Estudo de coorte retrospectiva, unicéntrico, n&o
intervencionista. Pacientes imunocompetentes com LPSNC histopatologia
LDGCB CD20+ foram incluidos, dados clinicos coletados e material
histopatolégico obtido. A expressdo génica foi analisada por RT-qPCR de
amostras fixadas e emblocadas em parafina; seus valores foram normatizados
pelo controle endégeno GUSB e transformados em variaveis categoricas para
posterior correlacdo com varidveis clinicas e de desfecho. Devido ao pequeno
tamanho amostral, apenas analises univariadas foram realizadas. Analise da
expressdo proteica dos genes selecionados também foi realizada.
Resultados: Trinta e cinco pacientes foram incluidos; a expressdo génica foi
avalidvel em 21 pacientes (60%). A mediana de tempo de seguimento foi de
41 meses. As medianas de SG, SLD e SLP foram de 42,6 meses, 59,2 meses
e 41 meses, respectivamente. Mediana de expressdo dos genes MYC, BCL2,
LMO2, MGMT, POU2F1, PDCD1 e BCL6 foram respectivamente 0,201; 0,564;
1,636; 0,000; 1,448; 0,000 e 2,716. Idade >60 anos, indice prognostico
International (IPl) modificado =2, performance status (PS) =3, expressdo de
MYC =20,201041, anti-BCL2 251%, auséncia de tratamento radioterapico,
refratariedade ao tratamento e progressédo de doenca (PD) apGs a primeira
linha de tratamento foram associados a pior SG (p <0,1). Idade >60 anos, IPI
modificado =22, PS =3 e auséncia de tratamento radioterapico estiveram
associados a pior SLD (p <0,1). ldade >60 anos, IPI modificado =2, P.S. 23,
auséncia de tratamento com radioterapia, expressdo de MYC 20,201041, anti-



BCL2 =251%, expressao génica de LMO2 <0,689232, expressdo génica de
MGMT =20,335666, refratariedade a primeira linha de tratamento e PD apés a
primeira linha de tratamento estiveram associados a pior SLP (p <0,1).
Expressao génica de MYC 20,201041, expresséao génica de PDCD1 >2,00938
estiveram associados a maior risco de recaida apos a primeira linha de
tratamento (p <0,1). Houve correlacdo moderada entre a expressao génica do
MYC (<0,201041 x =0,201041) e sua respectiva proteina (£50% x 251%),
(Kappa=0,596 e valor p=0,022) e entre a expressdo génica do BCL2 (<0,3516 x
>0,3516) e sua respectiva proteina (s50% x 251%), (Kappa=0,426 e valor
p=0,042). Conclusdo: Em analise univariada, expressdo de MYC 20,201041,
anti-BCL2 251%, expresséo génica de LMO2 <0,689232, expressao génica de
MGMT =20,335666 e expressdo génica de PDCD1 22,00938 estiveram
associados a prognosticos desfavoraveis.

Descritores: Linfoma ndo Hodgkin; Neoplasias Encefédlicas; Expressao
Génica; Biomarcadores; Estudos Retrospectivos; Estudos de Coortes; Imuno-
Histoquimica; Analise de Sobrevida.



ABSTRACT

Reis DGC. Gene expression and protein profiles of MYC, BCL2, LMO2, MGMT,
POU2F1, PDCD1, BCL6 in primary central nervous system lymphoma [tese].
Sé&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019.

Introduction: Primary central nervous system lymphoma (PCNSL) is a rare
extranodal NHL restricted to the CNS, with annual incidence of 0.7 per 100,000
people and mean age at diagnosis of 65 years old. It has an aggressive
biological behavior, with poor prognosis (overall survival at 5 years of 30%).
Treatment consists of induction immunochemotherapy with high-dose
methotrexate followed by consolidation regimen, with a high rate of relapsed
and refractory disease (50% and 30%, respectively). Tumorigenesis has been
associated with hyperactivation of NFkB pathway and BCR downstream
pathway; tumoral microenvironment, among others. Recent studies suggest that
hyperexpression of the genes BCL6 and LMO2 may be associated with better
prognosis and hyperexpression of the genes BCL2, MYC, MGMT, POU2F1 and
PDCD1 may be associated with worse prognosis in patients with PCNSL.
Objective: To measure the normalized gene expression of MYC, BCL2, LMO2,
MGMT, POU2F1, PDCD1 and BCL6 and its respective proteins in patients with
PCNSL and its correlation with clinical outcomes of overall survival (OS) and
progression-free survival (PFS). Methods: Retrospective cohort study.
Immunocompetent patients from a Brazilian single center with PCNSL and
confirmed histopathology DLBCL CD20+ were included, their clinical data and
archival histopathological material were retrieved. Gene expression (RT-qgPCR)
was performed and its values were normalized to internal control gene GUSB,
then categorized and correlated with clinical outcomes. Only univariate analysis
was performed due to small sample size. Results: Thirty-five patients were
included, gene expression was evaluable in 21 patients (60%). Median duration
of follow-up was 41 months. Median OS, DFS, PFS were, respectively, 42.6
months, 59.2 months and 41 months. Median expression of genes MYC, BCL2,
LMO2, MGMT, POU2F1, PDCD1 and BCL6 were, respectively, 0.201; 0.564;
1.636; 0.000; 1.448; 0.000 and 2.716. Age at diagnosis >60 years, modified
international prognosis index (IPI) =2, performance status (PS) =3, MYC
expression =20,201041, anti-BCL2 251%, absence of radiotherapical treatment,
refractoriness to treatment and disease progression after 15t line of treatment
were associated with worse OS (p <0,1). Age at diagnosis >60 years, modified
IPI 22, PS 23 and absence of radiotherapical treatment were associated with
worse DFS (p <0,1). Age >60 years, modified IPI 22, P.S. =3, absence of
radiotherapical treatment, MYC gene expression 20,201041, anti-BCL2 =251%,
LMO2 gene expression <0,689232, MGMT gene expression 20,335666,
refractoriness to treatment and progressive disease were associated with a
worse PFS (p <0,1). MYC gene expression 20,201041, PDCD1 gene
expression 22,00938 were associated with risk of disease relapse (p <0,1). A
moderate correlation was found between MYC gene expression (<0,201041 x
=0,201041) and its protein (£50% x 251%), (Kappa=0,596, p=0,022); and also



between BCL2 gene expression (<0,3516 x 20,3516) and its protein (<50% x
251%), (Kappa=0,426, p=0,042). Conclusion: In a univariate analysis, MYC
gene expression =20,201041, anti-BCL2 =251%, LMO2 gene expression
<0,689232, MGMT gene expression 20,335666 and PDCD1 gene expression
22,00938 were prognostic markers associated with unfavorable clinical
outcomes.

Descriptors: Lymphoma, Non-Hodgkin; Brain Neoplasms; Gene Expression;
Biomarkers; Retrospective Studies; Cohort Studies; Immunohistochemistry;
Survival Analysis.



1 INTRODUCAO

Os Linfomas n&o-Hodgkin (LNH) compreendem um grupo heterogéneo
de neoplasias de origem linfoide cuja etiologia é multifatorial 1. Correspondem a
4,3% de todos os canceres nos EUA, com aumento de incidéncia entre 1975 e
2015 (de 12 para 19,91/100.000 pessoas/ano) e Sobrevida Global (SG)
estimada em 5 anos de 74,1% 23. Os LNH podem ser de origem linfoide B, T e
natural killer (NK) 4. Para o Brasil, estimam-se 5.370 casos novos de LNH em
homens e 4.810 em mulheres para cada ano do biénio 2018-2019, com risco
estimado de 6bito de 2,8 a cada 100 mil habitantes ”.

Linfoma ndo-Hodgkin difuso de grandes células B (LDGCB) sistémico é
o subtipo de LNH mais frequente, o qual representa 40% de todos os LNH de
origem linfoide B e apresenta comportamento clinico agressivo bem como
incidéncia de mais de 25.000 casos/ano nos EUA. E uma doenca heterogénea
dos pontos de vista genético, morfolégico e imunofenotipico. Pode ser
classificado de acordo com a célula de origem e as caracteristicas moleculares
determinadas por técnicas de Perfil de Expressao Génica (PEG) em Células B
do Centro Germinativo (GCB) ou células B ativadas (ABC). Esta classificacdo
reflete o estagio de desenvolvimento da Célula B originalmente
comprometida®®. A célula de origem também pode ser classificada de acordo
com suas caracteristicas de expressao proteica por IHQ em GCB ou de néao-
GCB, em concordancia com o GEP em 86% 1°. Pacientes com LDGCB GCB e
ABC apresentam progndsticos distintos, com SG em 5 anos de 76% e 34%
respectivamente. No entanto, 50% dos pacientes ndo conseguem atingir
remissdo duradoura 11-14,

Linfoma primario de SNC é um LNH extranodal com origem no SNC e
restrito a este 6rgdo. O subtipo LDGCB é o mais frequente, entre 75% a 90%
dos casos >1° Qutros subtipos incluem o linfoma de célula T, linfoma de
Burkitt, linfoma linfoplasmocitico e linfoma da zona marginal. Neste texto, ao
descrevermos LPSNC, consideraremos apenas os linfomas de histopatologia

LDGCB CD20+ de individuos imunocompetentes. Trata-se de doenca rara,
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agressiva e de mau prognostico 6. Diferente do LDGCB sistémico, o LPSNC
tem origem em uma célula B em fase terminal de diferenciagdo, com
caracteristicas de ambas GCB e p6s-CG °©.

LPSNC corresponde a 2% dos tumores primarios do SNC, com mediana
de idade de 65 anos ao diagndstico. Anatomicamente se encontra limitado ao
encéfalo, olhos, medula espinhal e leptomeninges. Possui comportamento
biolégico mais agressivo e menor SG quando comparado ao LDGCB
sistémicol’. Sua incidéncia é de 0,7 caso por 100.000 pessoas/ano nos EUA 2,
porém nas ultimas décadas tem aumentado a uma taxa de 1,6% ao ano °.

Tratamento com intuito curativo ou paliativo é indicado de acordo com as
condicBes clinicas do paciente. Podem ser usados agentes isolados ou
combinados, associados ou ndo a radioterapia, assim como radioterapia
isolada e transplante de células tronco hematopoiéticas autdlogo (ASCT).
Devido a alta morbidade e pouco beneficio clinico, procedimentos cirirgicos
estdo limitados a bidpsia diagnéstica, geralmente estereotaxica. O tratamento
com quimioterapia € dificultado pela presenca da barreira hematoencefélica, o
que limita a penetracdo dos farmacos. O fato de a maioria dos pacientes ser
idosa, com maior prevaléncia de comorbidades, reduz a tolerancia ao
tratamento.

Tratamento de inducdo seguido de consolidacdo apresenta melhores
taxas de resposta global (TRG). A maior parte dos esquemas terapéuticos para
o LPSNC tem como base altas doses de metotrexato (HD-MTX), variando de
1g/m2 a 8 g/m? . O MTX pode ser associado ou nédo a outros farmacos, como
agentes alquilantes ou a radioterapia de cranio total. A resposta global (RG) ao
tratamento inicial € usualmente alta, porém as taxas de recidiva apés 2 anos
sdo muito altas. Cerca de 15% das recidivas ocorrem no mesmo local
anatdmico da lesao inicial priméaria e 85% ocorrem distantes do sitio primario,
mas dentro do SNC 20-22,

Com melhores técnicas diagnoOsticas e novas opcgles terapéuticas,
houve aumento da SG em 5 anos de 19,1% (1992-1994) para 30,1% (2004-
2006) nas ultimas décadas *°. Entretanto, as taxas de recidiva precoce ainda
sdo elevadas (20% a 30%) %3

Estudos genéticos tém evidenciado o papel da hiperativacdo da via do



NFkB na tumorigénese em decorréncia de mutacdes de genes da via de
sinalizacdo do receptor de células B (BCR). O microambiente por acéo
imunossupressora local pode interferir na progressdo e no crescimento
tumoral?4.

Ha caréncia de dados clinicos e moleculares na literatura médica
referente a esta doenca devido a sua raridade e a dificuldade de obtencdo de
material representativo. Estudos genéticos e moleculares podem auxiliar no
entendimento da tumorigénese, por meio da identificacdo de fatores de
progndstico, preditores de resposta, além de novos alvos terapéuticos.

Estudos preliminares com LPSNC e LDGCB descreveram progndstico
favoravel da hiperexpressdao dos genes BCL6 e LMO2, e desfavoraveis
relacionados a suprarregulacdo dos genes BCL2, MYC, MGMT, POU2F1 e
PDCD1.

O gene BCL2 é um proto-oncogene com papel na regulacdo da
apoptose, e sua hiperexpressdo estd associada a tumorigénese de
linfomas?>2°,

O gene MYC é um proto-oncogene associado a expressado de varios
outros genes envolvidos no controle do crescimento e da proliferagéo celular.
Esta associado a tumorigénese de certos tumores, incluindo o LDGCB. Sua
assinatura genética esta associada a genes envolvidos no metabolismo e
resisténcia aos agentes antifolatos, incluindo o metotrexate 2’.

O gene LMO2 atua na regulacdo de expressao de outros genes, pode
estar hiperregulado em LNH derivados do Centro Germinativo e € considerado
um indicador progndstico favoravel de LDGCB 28,

O gene MGMT codifica uma enzima reparadora de DNA silenciada por
meio da metilacdo da sua regido promotora. Sua hiperexpressdo de MGMT
parece estar associada a um pior prognostico, e a metilacdo de sua regido
promotora € um biomarcador de bom progndéstico em pacientes portadores de
glioma tratados com agentes alquilantes e um fator preditor de resposta ao
tratamento com temozolamida, a qual vem sendo estudada como opcéo
terapéutica no LPSNC 29,

O gene POU2F1 (OCT1) pode estar hiperexpresso em linfoma. Sua

presenca aumenta a suscetibilidade tumoral a irinotecano, paclitaxel, assim
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como o transporte intracelular de antraciclicos. Desta forma, sugere-se que
alteracdes de POU2F1 possam causar resisténcia das células tumorais aos
quimioterapicos 3031, No entanto, a hipexpressdo de POU2F1 esta elevada em
carcinomas epiteliais de estébmago, colon, pulméo, mas, nestes caso, esta
associado a um pior prognéstico 32,

O gene PDCD1 (PD1) pode estar hiperexpresso em 65% dos LPSNC,
juntamente com o PD-L1 e PD-L2 e possui papel na evasdo imune tumoral.
Estudos recentes tém demonstrado atividade do bloqueio de PD-1 com
nivolumbe em pacientes com LPSNC refratario ou com recaida 3334,

O gene BCL6 é considerado um gene supressor tumoral, que atua como
um repressor e um modulador transcricional. Quando hipermutado, translocado
e, consequentemente, inativado, pode associar-se a tumorigénese, inclusive no
LDGCB 2,



2 REVISAO DE LITERATURA

LPSNC é um subtipo de LNH extranodal que acomete o encéfalo,
leptomeninge, olho ou medula espinhal sem evidéncia de envolvimento
sistémico. Ao contrario do LDGCB sistémico, o LPSNC se desenvolve em
6rgdo desprovido de tecido linfoide 4. Pela classificacdo da Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) 636, critérios de exclusdo para definicido de LPSNC
incluem envolvimento de dura-mater, linfoma intravascular de grandes células
B e linfoma secundario 1337, Podem-se apresentar como lesdo intracraniana
solitaria ou mudltipla, periventricular e leptomeningea difusa, de medula ou
neurolinfomatose 63839, Os sitios primarios mais acometidos sdo o cérebro
(79,5%), medula espinhal (6,7%), meninges e nervos cranianos (2%) e outros
(11,8%) *°. No linfoma primario ocular, os achados mais frequentes incluem
infiltracdo vitrea e sub-retinianas, sendo o diagndstico estabelecido por
vitrectomia ou bidpsia coriorretiniana 4.

Os principais fatores de risco para desenvolvimento de LPSNC incluem
imunodeficiéncia primaria ou adquirida, sendo esta iatrogénica ou pela infec¢éo
pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) 341, Os sintomas incluem déficit
neurolégico focal (70%), alteracBes neuropsiquiatricas (43%) e aumento de
presséo intracraniana (PIC) (33%). Sintomas B s&o raros, e pacientes com
acometimento ocular podem apresentar dor ocular, visdo turva e escotomas
visuais. Acometimento secundario do liquido cefalorraquidiano (LCR) e ocular

ocorrem em 15-20% e 5-20% dos pacientes, respectivamente 3839,

2.1 Epidemiologia

LPSNC tem incidéncia entre 0,47 a 0,7 caso por 100.000 pessoas/ano,
corresponde a 2,2% de todos os tumores do SNC, 1% dos LNH, e a maioria
dos casos (90%) apresenta histopatologia LDGCB 16174245 No Brasil, o
Instituto Nacional de Cancer disponibiliza incidéncia de LNH e neoplasias
primarias de SNC (5,2/100.000 pessoas/ano e 5,6/100.000 pessoas/ano,



respectivamente), porém néo ha dados sobre incidéncia anual de LPSNC ”.

A maioria dos casos é esporadica, e sua incidéncia aumenta com a
idade, com mediana de idade ao diagnéstico de 65 anos e razao
homem/mulher de 1,2/1 a 1,7/1 5. A incidéncia anual em populagdo entre 30-
69 anos e >70 anos é de 0,08/100.000 e 4,32/100.000, respectivamente “6.
Usualmente, os pacientes apresentam indice de comorbidade de Charlson-
Deyo de 0 (65,9%) e auséncia de sintomas B (79,6%) 172247,

Apesar da baixa incidéncia de LPSNC em pacientes imunocompetentes,
dados do SEER demonstram aumento de sua incidéncia (1,6% ao ano) em
populacdo > 65 anos entre 1992 e 2011 1°. A realizacdo mais frequente de
exames imagenolégicos de SNC e o aumento de uso de medicamentos
imunossupressores em populacdo idosa poderiam justificar o aumento da

incidéncia observado nas ultimas décadas 4849,

2.2 Diagnostico

2.2.1 Biopsia/Liquor

O diagnéstico geralmente é estabelecido por andlise histopatolégica e
IHQ de bidpsia estereotaxica. Biopsia esterotaxica permite diagndstico
histopatolégico entre 80% e 99% dos pacientes, porém a quantidade de
material obtido, de trés a dez fragmentos medindo entre 5 e 10 mm de
comprimento por 1 mm de espessura, muitas vezes é insuficiente para realizar
todos os procedimentos anatomo-patoldgicos e moleculares °°.

O diagnéstico também pode ser realizado por andlise de LCR ou
aspirado vitreo em pacientes com acometimento ocular quando hé restricao de
acesso ao tumor ?2. A andlise liquérica deve ser preferencialmente realizada
por citometria de fluxo e citologia oncética. A presenca de acometimento
extraneural exclui o diagnéstico de LPSNC, sendo recomendada investigacao
ativa por meio de exames de imagem por tomografia com emisséo de pdésitron
com 18-fluorodeoxiglicose (18-FDG-PETC/CT) de corpo inteiro ou tomografia
computadorizada (TC) de pescoco, torax, abddomen e pélvis. A bidpsia de

medula dssea unilateral é recomendada para 0s casos que ndo sao estadiados



com 18-FDG-PETC/CT. Para o estadiamento, recomendam-se também
hemograma completo, perfil metabdlico, dosagem de DHL e sorologia para
HIV>L,

A histologia, o LPSNC ¢ caracterizado por agrupamentos de
centroblastos ou imunoblastos no espaco perivascular, com linfocitos
reacionais, macréfagos e células microgliais entre as células tumorais 5652, Na
maioria dos casos, as células malignas expressam antigenos de células B,
como CD79b, CD19, CD20 e CD22. A auséncia de imunoexpressao para
CD2138 corrobora os achados morfologicos centroblasticos sem caracteristicas
plasmociticas °3.

Héa dois padrbes de disseminacédo tumoral: o primeiro corresponde ao
padrdo de crescimento angiotropico, com células neoplasicas que
aparentemente migram pelo espaco perivascular ou espaco de Virchow-Robin.
Nestes casos, interfere na barreira hematoencefalica e eventualmente permite
a captacao de contraste na RNM. O segundo padréo é o de invasédo ao longo
das raizes nervosas através da substancia branca do corpo caloso ou do
espaco meningeo. O crescimento e a proliferacdo tumoral em direcdo ao
espaco subependimal podem levar a invasao do espaco periventricular e a
disseminacdo pelo SNC. >, Geralmente observa-se padrdo de atividade
proliferativa, com expressdo de BCL6 em 60-80%, MUM1+ em 90% e CD10
em 10% dos casos “2. Resposta inflamatéria secundéaria pode estar presente
no LPSNC, com macrofagos ativados e células T reativas, o que pode estar
associado a melhor prognéstico °°.

O antigeno quimiotaxico para linfécitos B CXCL13 esta associado ao
tropismo das células neoplasicas para SNC, incluindo neoplasias linfoides. Os
biomarcadores CXCL13 e IL-10 podem estar elevados no LCR de pacientes
com LPSNC. CXCL13 (AUC 0,841) tem sensibilidade e especificidade para
diagnéstico de LPSNC de 71% e 95%, e IL-10 (AUC 0,851) tem sensibilidade e
especificidade de 64% e 93,4%, respectivamente. Tal sensibilidade é duas
vezes maior do que citologia de LCR ou de citometria de fluxo para diagnostico
de LPSNC (Tabela 1). Altas concentracdes de CXCL13 no LCR estéo

associadas a pior prognéstico °.



Tabela 1 - Sensibilidade e especificidade de biomarcadores CXCI13 e IL-10
(LCR) e aplicacdo diagnéstica de LPSNC >°

Biomarcador Sensibilidade Especifidade AUC IC95%
CXCL13 71% 95% 0,841 0,779-0,892
IL-10 64% 94,10% 0,851 0,789-0,901
CXCL13 ou IL-10 84,20% 90,50% 0,974 0,815-0,919
CXCL13 e IL-10 50% 99,30% 0,746  0,675-0,809
Citologia 14% - - -
Citometria de fluxo 20% - - -

Com relacdo ao microambiente tumoral, pode se observar resposta
inflamatéria local com infiltrado de macrofagos e células T reativas. Infiltracao
de células T perivasculares podem estar associadas a melhor progndstico,
além de ser um alvo para terapias que potencializam resposta imune mediada

por células T 6.

2.2.2 Imagem

No Servico de Neurocirurgia, comumente 0s pacientes eram submetidos
a RNM com injecdo de contraste gadolineo por ser o método radiol6gico mais
sensivel para diagndstico de tumores em SNC, assim como de avaliacdo de
resposta clinica 58, A maioria dos pacientes apresenta massa cerebral
isolada, isointensa ou hiperintensa em T1-weighted (RMN) com hipercaptacdo
homogénea nas sequéncias pos-contraste, pouco edema e sem necrose. Na
maioria dos casos, ha lesdo uUnica (70%), sendo o hemisfério cerebral (66%),
ganglio basal (27%) e o corpo caloso (24%) os sitios anatbmicos mais
acometidos °°. A TC com contraste apresenta achados equivalentes, porém
nenhum meétodo de imagem é patognomoénico do LPSNC. O principais
diagnosticos diferenciais incluem glioblastoma multiforme, metastases
cerebrais entre outras ©°.

Aproximadamente 25% dos tumores tém outras lesdes multicéntricas,
nao captantes de contraste, hiperintensas em T2-FLAIR (fluid attenuated

inversion recovery), sendo estes achados consistentes com a disseminagao



linfomatosa no cérebro que pode ocorrer na auséncia de captacao de contraste
na RNM. T2-FLAIR tem maior sensibilidade para diagnostico de lesdes
subclinicas, porém com menor especificidade. Alteracdes em T2-FLAIR podem
ser secundarias a quimioterapia, a radioterapia de cranio total ou ao
envelhecimento. Numa série analisada, porém, foi demonstrado que 88% das
lesdes em T2-FLAIR em LPSNC foram resolvidas apds tratamento com HD-
MTX, o que sugere tratar-se de lesées neoplasicas °.

A Diffusion-weighted imaging analisa o coeficiente de difuséo aparente
de agua em tumores hipercelulares como o LPSNC, com maior diferenciagéo
entre tumores hipercelulares que se apresentam hiperintensos (LPSNC ou
doenca residual) e lesbes com menor celularidade (gliomas malignos), o que
aumenta a especificidade do método. Coeficientes de difusdo muito baixos
estdo associados ao LPSNC 6263,

O International PCNSL Collaborative Group (IPCG) desenvolveu um
sistema para avaliar a extensdo da doenca e a resposta clinica ao tratamento
oncolégico a fim de se obter uma padronizacdo 5!, conforme demonstrado no
Quadro 1.

O exame de 8F-FDG PET apresenta maior sensibilidade e especidade
na deteccdo de acometimento nodal e extranodal de linfomas de alto grau,
incluindo o LPSNC, além de avaliacdo de massas residuais no
reestadiamento®86465 O LPSNC apresenta celularidade densa com alto
metabolismo e consumo de glicose. No achado do PET, encontra-se alta
concentracdo do FDG, o que pode auxiliar no diagnostico diferencial entre
LPSNC e outros tumores. Numa meta-andlise incluindo 129 pacientes
imunocompetentes com LPSNC, tal exame teve sensibilidade de 0,88 (IC95%
0,8- 0,94), especificidade de 0,86 (IC95% 0,73- 0,94), quando comparados a
RNM e a biépsia estereotaxica (IC95% 0,04- 0,32) 8. Num estudo retrospectivo
com 34 pacientes, a mediana de SUV (standardized uptake value) maxima foi
de 22,17 (£5,03), geralmente com valores superiores aos encontrados no

glioblastoma multiforme ©°.
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Resposta Parcial

captacdo de contraste

Lesdo sem captacédo de
contraste

N&o disponivel

epitélio retiniano pigmentar

Resposta Imagem encefélica Dose corticoide Avaliacao oftalmologica Citologia LCR
Resposta completa Sem lesao com captagdo Nenhuma Normal Negativo
de contraste
dSem Ietsaotcom captacao Normal Negativo
Resposta Completa € contraste
N&o Confirmada x Qualquer 5 Al
Lesdo com pequena Pequena alteracdo no epitélio ,
- A . Negativo
captacao de contraste retiniano pigmentar
o 0 ~
Diminuicéo de 50% na Normal ou pequena alteragcéo no Negativo

Diminuicao de células vitreas ou
infiltrado retiniano

Persistente ou
Suspeito

PD

Aumento em 25% da
captacédo de contraste

Surgimento de qualquer
outra lesao

N&o disponivel

Recorrente ou novo
acometimento

Recorrente ou
positivo

Doenca Estavel

Qualqguer outra situacdo
nao descrita acima

Quadro 1 - Avaliacdo de resposta clinica !
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2.3 Prognadstico

LPSNC tem pior prognéstico em relacdo ao LDGCB sistémico 1439, A SG
mediana € inferior a 12 meses em pacientes tratados apenas com WBRT e de
30 a 40 meses em pacientes tratados com quimioterapia a base de HD-
MTxl2,41_

Em dados do National Cancer Data Base, 9.165 casos de LPSNC
tratados entre 2004 e 2013 demonstraram SG em 3 anos de 37,7% (1C95%
36,6-38,8) para todos os pacientes; 51,8% para aqueles tratados com
poliquimioterapia; 37,7% com monoquimioterapia e 14,1% para 0S casos
tratados somente com radioterapia. Apos analise dos fatores confundidores,
tratamento com monoterapia e radioterapia isolada estiveram associados a pior
SG em relacdo a poliquimioterapia, com HR de 1,32 (IC95% 1,22- 1,44) e HR=
2,32 (IC 2,07- 2,59), respectivamente 8. Em andlise do banco de dados do
SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results), 4.142 casos com LPSNC
evidenciaram SG em 1 ano de 47,8% (IC 46,2- 49,3) e SG em 3 anos de 38,2%
(IC 37,8-38,6) 1’. Estudo CALGB 50202 demonstrou SG mediana de 4 anos,
porém novas linhas terapéuticas foram necesséarias para 50% dos pacientes
devido a alta taxa de recaida 23.

2.3.1 Fatores clinicos de progndstico

O indice Prognéstico Internacional (IPI) é utilizado em outros tipos de
linfoma por avaliacdo de SG e com algumas modificacbes para LPSNC. Em
analise retrospectiva de 378 pacientes, foram identificados cinco fatores
associados a pior prognéstico 8%° (IPI modificado), conforme demonstrado a
seqguir:

. Idade > 60 anos;

. DHL elevada;

. Alta concentracdo de proteina no LCR (acima do limite da

normalidade);

. Acometimento de regides profundas do cérebro (periventriculares,

ganglio basal, tronco cerebral e cerebelo) e
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. Performance Status 2, 3ou 4 *

(* PS 0= paciente ativo, sem restricdes; PS 1 = paciente com restricdo a
atividades fisicas extenuantes, porém paciente ambulatorial capaz de
realizar atividades fisicas leves/moderadas e autocuidado); PS 2=
paciente sintomatico, acamado <50% do dia, auto-cuidados preservados;
PS 3= paciente sintomético, restrito ao leito >50% do dia, carente de
cuidados mais intensivos; PS 4= paciente completamente dependente e
restrito ao leito’®)

Considerando 1 ponto para cada um dos fatores descritos acima, a SG

em 2 anos pode ser estimada conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Sobrevida Global (SG 2 anos) de acordo com o escore de
prognostico IPI modificado para LPSNC 68

Pontos SG (zSD)
Ooul 80% (+8%)
20u3 48% (+7%)
40u5 15% (+7%)

Uma meta-analise com 783 pacientes avaliou o progndstico e os efeitos
do tratamento em primeira linha em pacientes com LPSNC maiores que 60
anos. Nesta populacdo, KPS=70% foi fator progndstico para mortalidade
(HR=0,5; I1C95% 0,41-0,62) *. A maioria dos pacientes com LPSNC foram
idosos e, consequentemente, com maior risco de neurotoxicidade a WBRT e
com maior morbimortalidade. Por este motivo, muitas vezes é utilizada apenas
quimioterapia isolada nesta populagdo 2. O estudo prospectivo MATRIix com
227 pacientes demonstrou SLP e SG inferiores em pacientes acima de 65 anos
em comparacdo aos individuos com idade inferior a 65 anos tratados com
metotrexato, citarabina, tiotepa e rituximab 3. Tais dados sdo endossados por
uma analise retrospectiva de dados do SEER com 5138 pacientes entre 1973 e
2014, cuja analise multivariada para SG demonstrou que idade >60 anos (HR=
1,834; IC95% 1,692- 2,004; p<0,001) foi associada a pior sobrevida.
Tratamento com quimioterapia (HR=0,442; IC95% 0,407-0,480; p<0,001) foi
associado a maior sobrevida 1°.

Inicio de tratamento precoce também tem impacto no progndstico. Num
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estudo de fase 2 com 44 pacientes com LPSNC virgens de tratamento
submetidos a imunoquimioterapia, individuos com inicio de tratamento acima
de um més do diagnoéstico tiveram pior SLP em relacdo aos que iniciaram

tratamento mais precoce (SLP 3 anos 20% x 59%, p=0,05) 23,

2.3.2 Fatores histopatolégicos de progndstico

No LDGCB sistémico, biomarcadores para recaida incluem double hit
MYC+BCL2+. Duplo expressor (DE) MYC+BCL2+ e célula de origem ABC
parecem também estar correlacionados com prognostico. Com o critério de
positividade a IHQ para MYC+ = 40% / BCL2+ 250%, é possivel identificar o
subtipo DE em 30% dos LDGCB, dos quais > 50% sé&o do subtipo ABC. Estes
pacientes apresentam SLP 5 anos de 44% e SG 5 anos de 39%. No entanto,
dados no LPSNC ainda sdo inconclusivos . No LDGCB sistémico,
imunoexpressdo de BCL2, MYC, LMO2 e p53 sao considerados de valor
prognostico ’°.

O tipo de célula de origem pelos critérios de Hans é estudado como fator
de progndéstico, porém com resultados inconclusivos. A presenca CD10+ e/ou
BCL6+ e a negatividade para MUM1 por IHQ caracterizam o subtipo GCB e o
oposto o subtipo ndo-GCB 19, conforme Figura 1. O ponto de corte para as
reacoes de IHQ é de = 30%. Teste de expressao genética de 20 genes foi
validado para identificar COO em amostras parafinadas de LDGCB, facilitando
sua caracterizacdo ‘6. Num estudo com 77 pacientes com LPSNC, foi
observado concordancia entre os critérios de Hans e LST assay de 83% ’’.
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GCB

t Non-GC
CD10 +

- + o MUM1
BCL-6

GCB

Non-GC

Figura 1 - Tipo de Célula de Origem conforme Critérios de Hans*? para IHQ
(2004). BCL6 e CD10 sao marcadores de Centro Germinativo de
Células B. MUML é expresso em plasmaécitos e no desenvolvimento
tardio de Células B e esta associado a subgrupo ABC em estudos
de perfil de expressédo genética. Se CD10 ou ambos CD10 e BCL6
forem positivos, a COO é do subgrupo GCB. Se ambos BCL6 e
CD10 séo negativos, a COO é do subgrupo Nao-GCB. Se BCL6 for
positivo e CD10 for negativo, a expressao de MUM define o
subgrupo da COO: se MUML1 é negativo, a COO é subgrupo GCB;
se MUML1 é positivo, a COO é subgrupo Nao-GCB

No LPSNC, a imunoexpressdo de MUM1 e BCL6 é de 95% e 60%,
respectivamente, e a maioria dos casos apresenta COO ndo-GCB 415378 Num
estudo com 82 pacientes com LPSNC, 79 (96,3%) foram classificados como
nao-GCB, 42 (51,2%) expressavam BCL6* e MUML1* sugerindo “ndo-GCB”.
Trinta e trés (40,2%) expressavam exclusivamente MUM1, o que sugere
sobreposicao entre late GC e early post-GC, justificando o fenétipo ndo-GCB e
o0 pior prognostico %3, Contudo, a classificagdo da COO pelos critérios de Hans
nao teve valor prognostico numa coorte retrospectiva de 115 pacientes com
LPSNC 7°.

Num estudo retrospectivo com 31 casos de LPSNC tratados com HD-
MTX, 26 (84%) pacientes foram caracterizados como ndao-GCB, a sobrevida
mediana foi de 2,5 meses (0-6,6 meses) e 7,4 meses (4,4-10 meses) para 0s
grupos GCB e n#o-GCB, porém ndo significante estatisticamente 2. E
importante ressaltar que o perfil transcricional das células neoplasicas do
LPSNC é distinto do LDGCB sistémico, mesmo quando a COO (GCB x ABC) é
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a mesma, o que pode justificar o pior prognostico e o comportamento mais
agressivo do LPSNC. Pacientes com LPSNC ABC apresentam hiperexpressao
e ativacdo da via do Fibroblast Growth Factor, associado a sobrevida e
proliferacédo celulares, diferentemente do LDGCB sistémico ABC &,

Alguns estudos evidenciaram que a expressdao de BCL6 (IHQ) foi
associada a melhor progndstico 3. A andlise imuno-histoquimica dos pacientes
do CALGB50202 demonstrou que a hiperexpressao de BCL6 estava associada
a menor SG 23, Este resultado foi ratificado por um estudo prospectivo &,
porém outros evidenciaram o contrario: que a hiperexpressédo de BCL6 estaria
associada a melhor prognéstico 4. Uma das possibilidades para esta
discrepancia poderia ser que o significado prognostico do BCL6 seja
dependente da coexpressdo do MYC ou BCL2 ou devido ao tipo de tratamento
gue os pacientes receberam nestes estudos.

A expressdo de CD3 é um marcador de células T e ndo é frequente em
linfomas de célula B, porém pode estar presente em LNHDBC EBV+,
possivelmente devido a inativacdo do PAX5 que atua na diferenciacdo da
célula B, o que permite a expressdo do CD3 8284, E uma proteina com dominio
extracelular, transmembrana e intracelular. A IHQ apresenta-se na membrana
e citoplasma principalmente de células T normais e neoplasicas °8,

Tumour Infiltrating Lymphocyte (TIL) é caracterizado pela presenca de
pelo menos um vaso de pequeno a médio calibre circundado por pelo menos
duas camadas de células T a IHQ pela positividade de CD3 (linfocito T), FOX-
P3 (linfociyo T regulador) e TIA-1 (células citotoxicas). E um fator de
progndstico positivo para sobrevida global, resposta tumoral ao tratamento em
varios tipos de cancer (carcinoma ductal de mama, cancer de ovario e cancer
de endométrio, entre outros), tanto como variavel categorica (presenca ou
auséncia) como variavel qualitativa numérica (contagem de TIL) 878, Num
estudo retrospectivo com 62 pacientes com LPSNC, TIL esteve presente em
32% dos casos e foi associado a melhor resposta e sobrevida global °°,

Num estudo retrospectivo, multicéntrico, com 100 LPSNC, necrose
tumoral foi observada em 24% e TIL em 36%. O padrédo de necrose tumoral
observado foi do tipo coagulativo, caracterizado por colecbes de células

neoplasicas fantasmas que ocupam espac¢o na bidpsia, além da presenca de



16

células apoptéticas. TIL foi analisado em campo de pequeno a médio aumento,
analisando os vasos ao redor do tumor ou das células tumorais, com fenotipo
de células T presente e acumuladas em multiplas camadas proximas a parede
vascular ou entre a parede vascular e as células tumorais. Presenca de TIL foi
associada a melhor SG na analise multivariada quando comparada a auséncia
de TIL (SG: 59% + 14% vs. 42% + 9%, P= 0.02, respectivamente). No entanto,
a presenca de necrose tumoral ndo foi considerada fator prognéstico em
pacientes com LPSNC %. Num estudo com 30 pacientes do International
Extranodal Lymphoma Study Group, um colar de CD3 perivascular reativo foi
observado em 23% dos pacientes, todos com IPI modificado de risco baixo a

intermediario °1.

2.4 Tratamento

O tratamento € composto de uma fase de indugcdo seguida pela
consolidacdo %2. A escolha do tratamento na fase de inducdo depende de
caracteristicas clinicas, tais como idade, performance status (PS), comorbidade
e IPI.

A inducdo pode ser realizada com HD-MTX, imunoquimioterapia
associada a HD-MTX, WBRT, entre outras. Ndo se recomenda tratamento
isolado com corticosteroides devido a alta taxa de recidiva e a interferéncia no
diagndstico histopatoldgico se administrado antes da realizacdo da bidpsia. A
escolha do tratamento de consolidacdo depende da resposta clinica obtida na
fase da inducdo, da tolerabilidade do paciente e da toxicidade. Opcoes da fase
da consolidacdo incluem observacao, citarabina em altas doses, RT, ASCT,
entre outras. Os agentes quimioterapicos precisam ter boa penetracao pela
BHE. Agentes alquilantes e esteroides tém boa penetracdo em doses
convencionais; MTX e araC tém baixa penetracdo, porém em doses altas
conseguem atravessar a BHE. Agentes antraciclicos, alcal6ides da vinca tém
baixa penetragdo e baixa disponibilidade no SNC, os quais necessitam de
doses téxicas para serem efetivas em tumores no SNC °2.

Apesar de avancos no tratamento do LPSNC, a taxa de recorréncia em

2 anos é de 50% e um terco dos pacientes sdo refratarios ao tratamento
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inicial?%:93,

Devido ao risco de neurotoxicidade induzido pelo tratamento,
recomenda-se realizacdo de testes neuropsicologicos para as fungbes de
execucao, atencdo, memaria e velocidade psicomotora antes, durante e apos o

tratamento 2194,

2.4.1 Radioterapia

WBRT como terapia isolada era o tratamento de escolha no passado.
Doses entre 36 a 45Gy apresentavam RC de 60% a 90%, porém com recidiva
precoce e SG mediana 12-18 meses e alta morbi-mortalidade, incluindo
neurotoxicidade precoce e tardia %. A neurotoxicidade é ainda mais prevalente
quando associada a quimioterapia. Por estes motivos, além de o LPSNC ser
uma doencga multifocal e infiltrativa, radioterapia focal ou radiocirurgia ndo sao
recomendadas atualmente como primeira escolha terapéutica, porém pacientes
gue nao respondem a quimioterapia podem se beneficiar desta terapia como
resgate 169495,

O beneficio da WBRT como consolidagdo também é questionado. Um
estudo multicéntrico, randomizado, fase 3, com 581 pacientes, comparou
guimioterapia baseada em HD-MTX com ou sem consolidagcdo com RT, sem
evidéncia de melhora na SG apesar do aumento da PFS no braco com RT 22,

Estudo prospectivo e observacional demonstrou que radiocirurgia com
gamma knife associado a quimioterapia aumentou a SG de 27 meses para 48

b

meses em pacientes submetidos a radiocirurgia versus aqueles submetidos
apenas a quimioterapia, com RC de todas as lesdes e sem declinio
neurologico. No entanto, trata-se de estudo ndo randomizado, e a analise dos
dados encontra-se em andamento °.

Doses menores de radioterapia foram associadas a menor risco de
perda neurocognitiva. Num estudo de fase 2, pacientes em RC foram
submetidos a consolidacdo com citarabina e WBRT em doses menores (23,4
Gy) apés inducdo com HD-MTX, sem perda de funcéo cognitiva °’. Tais dados,
no entanto, devem ser analisados com cautela, devido ao risco de

neurotoxicidade tardia %. Radioterapia foi associada a maior risco de toxicidade
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neuroldgica tardia (OR 5,23, IC95% 2,33-11,74) .

Sintomas tardios associados a neurotoxicidade por WBRT incluem
déficit de atencdo, alteracdes de memodria e de marcha, ataxia, incontinéncia,
entre outros. Achados radiograficos incluem alteracdo de substancia branca,
aumento ventricular e atrofia cortical. Achados anatomo-patoldgicos incluem
demielinizacdo, perda neuronal hipocampal e aterosclerose de grandes

vasos®. Ndo ha tratamento efetivo para estas complicacdes 1.

2.4.2 Monoterapia ou Poliquimioterapia baseado em MTX

MTX em altas doses é 0 agente antineoplasico mais usado na fase de
inducao, pois possui boa penetracdo na BHE e depuracao plasmatica trifasica.
Esquemas habituais incluem infusé@o rapida em 3 horas em ciclos de 14 ou 21
dias na dosagem 23 g/m2. Doses = 1g/m? alcancam nivel terapéutico no
cérebro e doses 23g/m? atingem nivel terapéutico no LCR 101 Infusdes
continuas em 24 horas nao sao mais eficientes; administracdo de mais de seis
ciclos de HD-MTX esta associada a maior taxa de RC °7102, Doses até 3,5g/m2
tém boa tolerabilidade, sendo as principais toxicidades: disfuncéo renal,
mucosite, citopenias e raramente hepatite, esta ocorrendo principalmente em
pacientes idosos 103,

Uma meta-analise com 783 pacientes avaliou prognéstico e efeitos do
tratamento em primeira linha em pacientes com LPSNC maiores que 60 anos.
Nesta populagdo, o tratamento baseado em HD-MTX aumentou a sobrevida
qguando comparado a WBRT (HR 0,70, IC95% 0,53-0,93). Nao houve diferenca
entre HD-MTX associado a quimioterapia oral e outras terapias agressivas
baseadas em HD-MTX (HR 1,39, IC 95% 0,90-2,15).

Estudo de fase 2 randomizado com 79 pacientes comparou HD-MTX
(3,5g/m?, D1) associado a citarabina (2g/m?) com HD-MTX isolado na dose de
3,50/m? a cada 21 dias, seguido de RT de consolidacdo. HD-MTX associado a
citarabina ofereceu maior taxa de RC (46% x 18%, p=0,06) e de RG (69% x
40%, p=0,009), porém com maior incidéncia de neutropenia (90% x 15%,
p=0,00001), anemia (46% x 10%, p=0,00001), complica¢des infecciosas (23%
x 3%, p=0,0002), trombocitopenia (92% x 8%, p=0,0001) e hepatoxicidade
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(10% X 3%, p=0,05) 104,

2.4.3 Imunoterapia e Imunoquimioterapia com Rituximabe

Rituximabe € um anticorpo monoclonal contra o antigeno CD20 presente
em linfocitos B. Tem penetragéo limitada em SNC atingindo nivel em LCR de
0,1% a 4,4% em relacdo ao nivel sérico, porém a monoterapia com rituximabe
levou a resposta radiol6gica em pacientes com LPSNC recidivados 1°°. A meta-
andlise para avaliar o beneficio do uso de rituximabe evidenciou que esse
anticorpo levou a ganho de SLP 5 anos, com OR (odds ratio) 2,54 (IC95%
1,64-3,93, p=0,0001), e ganho de SG com OR 2,87 (IC 95% 2,02-4,08, p=
0,00001) 1%, Desta forma, a adi¢do de anti-CD20 tem sido recomendada como
padrao no tratamento de LPSNC.

O beneficio da adicdo de rituximabe a HD-MTX associado a um agente
alquilante também foi avaliado em estudos clinicos. Num estudo de fase 2 com
52 pacientes expostos a inducdo com rituximabe, MTX, procarbazina e
vincristina seguida de consolidagdo com WBRT em dose baixa, constatou-se a
taxa de resposta de 79% e SLP 2 anos 57% °’. Num estudo com 33 pacientes
maiores de 65 anos submetidos a indug¢édo com rituximabe, MTX, procarbazina
e vincristina seguida de consolidacdo com ASCT, obteve-se RG 94% e SLP 2
anos 79% %7, Em outro estudo com 44 pacientes tratados com HD-MTX 8g/m?
(D1), rituximabe 375mg/m? (D3) e temozolamida 150mg/m? (D7 a D11) seguida
de consolidagdo com etoposideo 5mg/kg em infusdo continua por 96 horas e
citarabina a 2g/m? a cada 12 horas por 8 doses, obteve-se RG 77%, RC 68% e
SLP 4 anos, semelhante aos resultados obtidos com esquemas que incluem
WBRT 23. Num estudo com 53 pacientes com populacdo predominantemente
idosa (62% acima de 60 anos), avaliou-se a terapia de indugdo com rituximabe,
MTX e temozolamida seguida de consolidacdo com WBRT hiperfracionado e
temozolamida de manutencéo, obtendo-se RG 57% e SLP 64% 108,

Num estudo de fase 2 (IELSG32), 219 pacientes LPSNC virgens de
tratamento foram randomizados (1:1:1) para terapia de indugéo em trés bragos:
braco A (MTX 3,59/m? d1, araC 2g/m? d2-3, a cada 3 semanas), braco B
(rituximabe 375mg/m? d5, MTX 3,5g/m? di, araC 2g/m? d2-3, a cada 3



20

semanas) e braco C (rituximabe 375mg/m? d5, MTX 3,5g/m? d1, araC 2g/m?
d2-3, tiotepa 30mg/m? d4 a cada 3 semanas) seguido de consolidacdo de
acordo com a resposta clinica com radioterapia 36 Gy mais boost (refor¢o) de
9Gy ou BCNU 400mg/m2 d1, tiotepa 5mg/kg d2-3 mais ASCT em caso de RC
ou resposta parcial (RP) ou doenca estavel (DE); e em caso de PD,
radioterapia com 40Gy mais boost (refor¢co) de 9Gy. A mediana de follow-up foi
de 40 meses (24-76). Em termos de SLP, A x B (RC 0,68, 1C95% 0,45-1,02,
p=0,06), A x C (RC 0,66, 1C95% 0,53-0,81, p=0,0001) e B x C (RC 0,63, IC95%
0,40-0,99, p=0,04). Em termos de SG, A x B (RC=0,73, IC95% 0,48-1,11,
p=0,14), A x C (RC=0,65, 1C95% 0,52-0,83, p=0,0004) e B x C (RC 0,57,
IC95% 0,35-0,93, p=0,02). Tais dados sugerem o beneficio da adicdo de
rituximabe ao tratamento oncolégico 7.

Estudo prospectivo randomizado comparou MTX e temozolamida (braco
A) versus MTX, procarbazina, vincristina e citarabina (braco B) em pacientes
maiores de 60 anos com LPSNC virgens de tratamento. Bragco B versus Braco
A teve SLP de 9,5 meses (IC95% 5,3-13,8) versus 6,1 meses (IC95% 3,8-
11,9), SG de 31 meses (IC95% 12,2-35,8 meses) versus 14 meses (IC95% 8,1-
28,4 meses) e RG de 82% versus 71% (p=0,023), respectivamente, 0 que
favorece o segundo esquema 1%,

O estudo Alliance/CALGB 50202 avaliou 44 pacientes expostos a
guimioterapia ndo mieloablativa com MTX, rituximabe e temozolamida por 8
ciclos, seguida de consolidacdo com araC e infusdo continua de etoposideo
em 96 horas. Com mediana de seguimento de 4,9 anos, a SLP foi maior que 2

anos e a SG, superior a 5 anos, sem neurotoxicidade 23.

2.4.4 Quimioterapia intraventricular

Quimioterapia intratecal via reservatério de Ommaya aumenta a
concentracdo com maior duracdo no LCR em relagdo a quimioterapia
intravenosa, pois a barreira hematoencefalica ndo interferiria na penetracao
das macromoléculas no LCR. Quimioterapia intraventricular com rituximabe e
MTX em LPSNC apresentou TR 75% 110, porém andlises retrospectivas néo

demonstraram beneficio da adicdo de quimioterapia intratecal & HD-MTX, além
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de maior risco de infecgdo e meningite 111113,

2.4.5 Terapia de manutencdo com agente quimioterapico

Lenalidomida possui atividade em LPSNC tanto como agente Unico
como combinado a outros quimioterapicos. Manutencdo com lenalidomida
aumentou a SLP, com perfil de toxicidade aceitavel em pacientes com recaida
de LPSNC %4, Estudos de fase 2 demonstraram perfil de seguranca e atividade
da lenalidomida aceitdvel em LPSNC. Manutencdo com lenalidomida na dose
de 5mg a 10mg apoés terapia de resgate foi associada a resposta duravel em 5
de 10 pacientes com LPSNC. Foram detectados niveis terapéuticos de

lenalidomida no LCR por 2 a 15 horas apdés uma dose 20mg 15,

2.4.6 Transplante de Medula Ossea Autologo (ASCT)

Consolidacdo com HD-ASCT ap0s quimioterapia parece aumentar a SG
e SLP 116 devido a penetracdo no SNC 16117 porém outros estudos sugerem
que regimes de consolidacdo com ASCT estdo associados a piora da funcéo
cognitiva 2.

Num estudo de fase 2, uma populacdo de 79 pacientes LPSNC virgens
de tratamento foi submetida a indu¢cdo com HD-MTX, citarabina, rituximabe e
tiotepa, seguida de condicionamento pré-HD-ASCT com carmustina e tiotepa,
obtendo TR 91%, SG 2 anos 87%. O tratamento foi considerado toleravel, pois,
durante a fase de inducao, 47% dos pacientes tiveram anemia grau 3, e 63%,
trombocitopenia grau 4. Durante a fase de HD-ASCT, 50% apresentaram febre
grau 3, e 93%, leucopenia grau 4, de acordo com o CTCAE v4.0 (Common
Terminology Criteria for Adverse Events) 118,

O estudo randomizado PRECIS, em andamento, com 140 pacientes
estd comparando radioterapia (40Gy) ou ThBUCTX/ASCT como regime de
consolidagdo apd6s inducdo com R-MBVP-AraC. Dados preliminares
demonstraram que ambas RT e ASCT foram associadas a SLP em 2 anos de
63% e 86%, SG 2 anos de 64% e 65% nas coortes da RT e HD-ASCT,

respectivamente 115,



22

2.4.7 Tratamento de resgate

Apesar da alta taxa de resposta inicial, a maioria dos pacientes
apresenta PD em algum momento apods tratamento inicial baseado em HD-
MTX. O emprego de HD-MTX apdés PD pode ser efetivo, principalmente em
pacientes que tiveram resposta prévia a este agente. Num estudo retrospectivo
com 22 pacientes com recaida retratados com HD-MTX, obteve-se RG de 91%
na primeira recaida e de 100% na segunda recaida °. Num estudo de fase 2
com 27 pacientes avaliados, o tratamento em segunda linha com citarabina e
etoposideo seguido de ASCT com condicionamento baseado em tiotepa,
busulfan e ciclofosfamida apresentou RC de 90%, com SLP 41,1 meses e SG
58,6 meses 2°. A WBRT pode ser utilizada como terapia de resgate, com RG

de até 74% e SG 10,6 meses num estudo com 27 pacientes 2%,

2.4.8 Estudos de Pesquisa Clinica Fase 1/2 em pacientes com LPSNC

recidivadas

2.4.8.1 lbrutinib

Ibrutinib € um inibidor oral do Bruton tirosina kinase (BTK), o qual reduz
a proliferacao celular e induz apoptose. Além disso, potencializa a resposta da
célula B via mecanismo independente da BTK 78122, Como pacientes com
LPSNC podem ter alta taxa de mutacao do receptor da célula B (BCR) e da via
do MYD88, ha plausibilidade bioldgica no uso de ibrutinibe em LPSNC. Estudo
de fase 1 com 13 pacientes com LPSNC refratarios demonstrou penetracao
suficiente do Ibrutinib em SNC, sendo bem tolerado em doses de 560mg e
840mg, com Resposta Global de 75% e SLP de 4,6 meses. Apenas um
paciente teve aspergilose pulmonar e resisténcia ao ibrutinibe associada a
mutacdo CARD11 (R179Q), CD79B e/ou A20 (TNFAIP3) 123124,

Ibrutinib € um antagonista in vitro ao efeito dos agentes antifolatos em
linhagem celular de LDGCB sistémico ABC, por isso os estudos de fase 1/2
nao associam ibrutinibe a metotrexato. Ele parece atuar como sensibilizador a

guimioterapia e confere resposta superior a do HD-MTX. Estudo de fase 1 com
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0 esquema TEDDI-R (Temozolamida, Etoposideo, Doxorubicina Lipossomal,
Dexametasona, Ibrutinib, rituximabe incluindo ibrutinibe monoterapia durante 2
semanas) em pacientes virgens de tratamento e com recaida teve RG de 94%
e RC 86%, porém com alta toxicidade: 94% de neutropenia grau 4 e 39% de
aspergilose invasiva pulmonar ou cerebral, com mortalidade de 28%; bastante
alta se comparada a taxa de mortalidade de 2-10% em pacientes tratados com
quimioterapia baseada em HD-MTX 124125,

Ratos knocked-out para BTK (BTK”) inoculados com aspergilos
apresentaram maior mortalidade quando comparados a ratos BTK**. Isso
demonstra o papel do BTK na imunidade a esta infec¢do '?°. A resposta das
células mieloides aos esporos fungicos depende de sinalizacdo via BTK para
induzir expressdo de TNF-alfa e o recrutamento de neutréfilo 24, A Figura 2

ilustra a sinalizacédo celular via BTK.
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FONTE: Hendriks et al., 2014 126

Figura 2 - Sinalizacéo celular via BTK 126, A ativacdo do Receptor de Célula B
(BCR) leva a sinalizacao intracelular e a formacéo de micro-
signalosome, que € composto de VAK, PI3K, BTK, SLP65 e
phsopholipase PLCy2. BTK € o principal responsavel pela ativacéo
de PLCy2, levando a influxo de Calcio e ativacédo de receptores de
fatores nucleares de transcripcao de células T ativadas (NFAT) e
NF-kB, além da ativacdo de ERF1 e ERF2. A ativacdo de BTK
também leva a ativacdo da proteina da sindrome de Wiskott-Aldrich
(AWASP), o que induz a mudancga no citoesqueleto associada a
ativacdo de BCR. AKT é ativado também pelo PI3K, que fosforila
fatores de transcricdo FOXO, inativando-os. AKT também bloqueia
proteinas apoptéticas, como BH3, BAD, liberando o BCL-X L e
estabilizando o MCL1

2.4.8.2 Temsirolimus

Temsirolimus é um inibidor do mTOR, importante na via do PI3-
K/AKT/mTOR e em varias vias de sinalizacdo pro-survival, pois regula a
sintese proteica e o0 crescimento celular. Num estudos de fase 1/2 em
pacientes com LPSNC recidivados, a monoterapia com temsirolimus obteve
RG 54%, SLP 2,1 meses, porém com mortalidade de 13,5% (principalmente

pneumonia) 127,
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2.4.8.3 Imunoterapia

Imunoterapia pode ter um papel promissor no futuro do tratamento do
LPSNC. Células T e macrofagos ativados levam a resposta inflamatoria local e
podem estar associados a melhor progndstico. Isso sugere que a
potencializacdo do sistema imune mediado por células T pode ser efetiva 5. E
frequente o ganho do numero de cépias do 9p24,1/PD-L1 e PD-L2
(programmed death ligands 1 e 2) e o aumento de expressdo de proteinas
PDCD1, PD-L1 e PD-L2 em LPSNC. Nivolumabe é um anticorpo humano 1gG4
cujo alvo é a proteina PDCD1, o qual impede a ligagdo do PD-L1 presente no
LPSNC com o PDCDL1 do linfécito. Estudo de fase 1 (LPSNC refratarios ou com
recidiva) avaliou monoterapia com nivolumabe em quatro pacientes. Em
seguimento de 13 meses, todos os pacientes obtiveram RC em 2 meses %,
Estudo de fase 2 com Nivolumabe em LPSNC recidivados encontra-se em

andamento.

2.4.8.4 Lenalidomida

Lenalidomida é um agente imunomodulador oral com efeito tumoral
pleotropico que inclui estimulacdo de célula T e expansao de células NK. Ele
possui acdo antagonista ao IRF4 e MYC, com efeito pré-sobrevivéncia 128129,
Num estudo de fase 1, 14 pacientes com recaida foram expostos a
lenalidomida EV e rituximabe endovenoso e intraventricular, com RG de 64% e
SLP mediana 6 meses, sem mortalidade relacionada ao tratamento, sendo
recomendada dose de 15mg/dia 3. Num estudo retrospectivo com 8 pacientes
com LPSNC R/R com dltima linha de resgate incluindo MTX, rituximabe,
radioterapia ou ressecc¢do subtotal, a manutencdo com lenalidomida na dose
de 5 a 10mg/d) evidenciou alta RG. Cinco pacientes obtiveram RC em até 2
anos apos inicio de tratamento. Desta forma, sugeriu-se que a manutencéo
com lenalidomida poderia ser uma opg¢édo para terapia de resgate 130, Estudo
de fase 2 com lenalidomida e rituximabe em pacientes com recaida teve taxa
de resposta de 63% e SLP 8,9 meses (ASH2016). O Quadro 2 demonstra

alguns estudos de fase 1/2 em andamento.
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intraocular

Molécula Desenho Taxa de SLP Comentérios
resposta
Ibrutinib fase 1 MSKCC em 7504 4,6 |um caso de aspergilose pulmonar, resisténcia ao
recaida LPSNC meses | ibrutinib com mutacdo CARD11
Ibrutinib fase 2 em repalda LPSNC 56% um caso de aspergilose pulmonar, analise final
e linfoma intraocular pendente
DA-TEDDI-R . 94% ibrutinib, 39% taxa de aspergilose invasiva nos pulmdes e
.| fase 1 em pacientes com 0 - ; .
com monoterapia recaida LPSNC 84% RC com cérebro, mortalidade relacionada ao tratamento em
com ibrutinibe TEDDIR 28%
Temsirolimus fase 1/2 em recaida 54% 2,1 mortalidade relacionada ao tratamento: 13,5%
LPSNC meses
Nivolumabe fase 2 em recal’d_a em andamento
LPSNC, linfoma testicular
Lenalidomiday/ 6 coorte retrospectiva: aumento em 12 vezes da
- fase 1 em recaida LPSNC 64% duracdo de resposta com manutencdo de
rituximab meses h .
lenalidomida
Len_ahc_lomlda/ fase 2 em recaida LPSNC 63% 8,9 analise final pendente
rituximab meses
Pomalidomida/ fase 1 em r(,acalpla LPSNC
ou recaida linfoma em andamento
dexametasona

Quadro 2 - Estudos de fase 1 e fase 2 em andamento
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2.5 Fisiopatologia molecular do LPSNC

A fisiopatologia molecular do LPSNC ainda ndo se encontra
completamente definida. Porém o avanco das técnicas de biologia molecular,
em especial o sequenciamento de todo o exoma, a hibridizagdo gendmica
comparativa e a analise de perfil de transcricdo, do microambiente tumoral e de
perfil de expressdo génica tém permitido a identificacdo de genes alvo
envolvidos na sua patogénese 24131132,

EBV nado esta associado a fisiopatologia do LPSNC em pacientes
imunocompetentes. Num estudo com 70 pacientes imunocompetentes, a
hibridizacdo in situ para EBV foi negativa em todas as bidpsias 2.

A ativacdo da via NFKkB parece estar diretamente associada a
patogénese do LPSNC. Esta via atua de modo a facilitar a transcricdo de
genes associados a sobrevida, proliferacdo e invasdo celular, como IRF-4,
RSGS13, Ciclina D2, BCL2, BCL2A1 e XBP-1 (Figura 3). A ativagao crbnica da
via do BCR, principalmente decorrente de mutagdes do MYD88/IRAK e do B-
cell antigen receptor-associated protein cluster of differentiation (CD79B),
coopera para ativar a via NFkB 2434, Num estudo com 30 pacientes, mutacdes
no CD79b foram associadas a melhor SLP em até 2 anos 33. A Figura 3 -
ilustra a via no NFkB.

MYD88 € uma proteina adaptadora usada pela maioria dos receptores
do tipo Toll-like e do receptor da Interleucina-1 (IL1) para ativar a via NFkB por
meio do receptor associado a kinase IL1 (IRAKs). Muta¢cdes no dominio
citosélico do MYD88 por substituicdo de leucina por prolina na posicdo 265-
L265P ocorrem em 55% dos pacientes com LPSNC 31, MutacGes do MYD88
L265P promovem desenvolvimento de LDGCB em ratos 3. Estas mutacGes
também sédo frequentes no linfoma ocular 3. Interessantemente, mutagdes no
MYD88 e CD79B séo raras no LDGCB sistémico com envolvimento de SNC, o
que sugere patogénese molecular distinta entre as duas doencas 3¢, Num
estudo com 80 pacientes com LPSNC, muta¢cées no MYD88 foram associadas
a melhor prognéstico /7. No LDGCB sistémico ABC, mutacdes do gene MYD88
sdo menos frequentes, com ocorréncia em 39% dos casos 3., A mutacdo
concomitante de MYD88 L265P e CD79B ITAM foi encontrada em 37% do



28

LPSNC e em apenas 10% no LDGCB sistémico do subtipo ABC 125,

MutacBes no ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif)
associado ao BCR/CD79B ocorrem em 40% do LPSNC, e em 20% no LDGCB
sistémico do subtipo ABC 1. MutacGes no CARD11 também podem ativar a
via NFkB, sendo encontradas em 16% do LPSNC. Por outro lado, o TNFAIP3
(A20) é um regulador negativo do NFkB, e mutacdes somaticas neste linfoma

estdo presentes em 3% a 15% dos casos %7,

IL-4/IL-10 . CXCL13
. CXCR5
[ : )
CYTOSOL @ s
| PIBK/ .
/

CARD11
MALT1

BCL-10

Survival
Proliferation
- Invasion

NUCLEUS

IRF-4, RGS13, Cyclin D2, BCL2, BCL2A1, XBP-1

FONTE: Rubenstein, 2017 #*

Figura 3 - Via do NFkB- A ativacéo transcripcional do NFkB é regulada por
multiplos sinais no LPSNC, incluindo o complexo MYD88/IRAK e o
complexo BCR, constituido pelo CD79A e B. A ativacdo das kinases
IRAK via mutagcédo oncogénica do MYD88 e L265P ocorre em
aproximadamente 555 do LPSNC. Ativacao cronica da via de
sinalizacdo do BCR envolvendo o BTK interage com a via do
MYDB88/IRAK na ativacado do NFkB. Sinalizag&o via PIM kinases,
PISBK/MTOR, JAK/STAT também estimula a sobrevida celular. Genes
alvos do NFkB (incluindo IRF-4, BCL2, ciclina D2, RGS-13, XPB-1)
também potencializam a sobrevida, a proliferacdo e a invaséo.

Pesquisa do numero de copias de DNA por sequenciamento de todo o

exoma evidenciou ativagcdo da via do NFkB, com mutacdes gendmicas
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significativas no cromossomo 6q. Além disso, observou-se dele¢do do 6g21-23
em 40% a 60% dos LPSNC, associado a pior progndstico. Provaveis genes
envolvidos nesta delecdo incluem o A20 (TNFAIP3), um regulador de
diferenciacdo da célula B, PRDM1 e uma tirosina fosfatase, PTPRK 131138
Sequenciamento de todo o genoma e estudos de hibridizacdo demonstraram
reducdo do numero de copias no 9p21.3 em até 80% dos casos. Esta
anormalidade foi associada a alteracdes do regulador de ciclo celular CDKN2A
34 ldentificou-se também que maior nimero de cépias da protease inativadora
de TNFAIP3 e MALT1 promove ativacéo da via do NFkB 138

Estudos de PEG concluiram que o LPSNC é uma entidade heterogénea,
com espectro de ABC associada a ativacdo da via NFkB e GCB. 4153, A
expressdo de BCL2 ndo relacionada a t(14;18)(q32;921) é frequente 337, Ha
evidéncia de hipermutacdo somatica, rearranjos e mutacdes de genes de Ig e
preservacao de sitios open reading frame sugestivas de passagem pelo centro
germinativo, assim como presenca de morfologia do tipo centroblastica e
auséncia de correlagdo com EBV 143739 Assim como o LDGCB sistémico, o
LPSNC pode apresentar translocacfes envolvendo o gene BCL6, delecdes 64,
hipermutacdo soméatica em proto-oncogenes, tais como MYC e PAX5, e
inativacdo do CDKN2A. Porém, diferentemente do linfoma sistémico, o PEG
demonstrou que o LPSNC é caracterizado por expressao génica de genes
relacionados a adesdo a matriz extracelular, como MUM1, CXCL13 e CHI3L1.
Hipermutacdo somatica de segmentos do gene da cadeia pesada de Ig (IgVr)
sugere presenca de proliferacdo celular dependente de antigeno.
Consequentemente a patogénese tumoral depende da ativacdo de células B
circulantes de maneira dependente de antigenos, as quais migram e colonizam
o SNC devido a expressdo de genes relacionados a adeséo celular e a matriz
extracelular. Contudo, os mecanismos responsaveis pelo tropismo pelo SNC
ainda nédo sdo conhecidos 54131139,

Outros genes possivelmente associados a patogénese do LPSNC
incluem JAK-1 e kinase PIM 132 PIM1 parece cooperar com MYC na
linfomagénese, sendo frequentemente hipermutado no LPSNC 124, A ativagdo
do PIM kinases, das vias PI3BK/mTOR e de JAK/STAT favorecem a sobrevida

celular. Podem estar hiper-reguladas tanto em nivel transcricional como
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proteico no LPSNC 24132,

2.5.1 Genes selecionados para o estudo

2.5.1.1 Gene MYC (Fator de Transcricdo bHNH)

O gene MYC, conhecido como Fator de Transcricdo bHLH, esta
localizado no cromossomo 8qg24,21. A proteina codificada por esse gene atua
como proto-oncogene. Trata-se de uma fosfoproteina nuclear com funcéo na
proliferagdo celular, apoptose, crescimento celular, atividade da telomerase,
metabolismo energético por meio da biogénese ribossomal e diferenciacao
celular, conhecido como padrdo de assinatura do MYC 27:35140.141 " A proteina
MYC forma um heterodimero com o fator de transcricdo MAX, o qual se liga a
uma sequéncia E box de DNA, regulando a transcricdo de varios genes. Sua
hiperexpressdo estd associada a varios tipos tumorais. A 1(8;14)(q24;932)
promove a fusdo do gene MYC e a por¢cdo promotora do gene da IgVh esta
associada ao linfoma de Burkitt 149142,

Rearranjos envolvendo o gene MYC ocorrem em 10%-15% dos LDGCB
sistémicos, estando associados a pior prognéstico independentemente do tipo
do gene parceiro envolvido 143144 Rubenstein demostrou maior expressio
MRNA MYC em LPSNC comparado com LNHDGCB sistémico através de PEG
e RT-PCR 145, A ativacdo da via NFkB pode de forma alternativa desregular a
expressdo do MYC 146147,

A expressdo de MYC € desregulada em tumores por diversos
mecanismos, como translocacdo cromossd6mica, mutacdes, reprogramacao
epigenética, aumento de estabilidade proteica e translacdo aumentada, entre
outros 148150 Mutacdes hipersomaticas aberrantes do proto-oncogene MYC
também tém sido observadas em estudos de expressdo génica com
LPSNC34131 PIM1, que interage com o MYC na linfomagénese, também é
frequentemente identificado como um alvo de hipermutacdo somatica
aberrante no LPSNC, o que demonstra possivel papel da ativagcdo do MYC no
LPSNC 1%, Hiperregulacdo de microRNAs (miRNAs) associados com a via do

MYC também foi demonstrada em LPSNC 123,
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No estudo CALCG 50202, evidenciou-se hiperexpressédo de MYC, PIM-1
e genes induzidos por IL-4, como XBP1 em LPSNC 23, Superregulacdo dos
microRNAs miR-17-5-p, miR-20a, miR-9 que estdo associados a
hiperexpressédo de MYC também foi encontrada no LPSNC 151,

Num estudo com 75 pacientes LPSNC HIV negativos, a prevaléncia de
del(6)(q22) e de translocacdo dos genes BCL6, IGH e MYC foi de 45%, 17%,
13% e 3%, respectivamente. A presenca de del(6)(q22) e/ou translocacédo de
BCL6 foi associada a pior SG (p=0,0097), independentemente de

acometimento cerebral profundo ou uso de HD-MTX ©°,

2.5.1.2 Gene BCL2 (B-cell lymphoma 2)

BCL2 é um gene localizado no cromossoma 18g21,33 que codifica uma
proteina antiapoptotica de mesmo nome. Encontra-se expresso na maioria dos
tecidos, mas ndo no CG, onde sua transcrigdo é suprimida pelo gene BCL6 .
A translocacdo de BCL2 para o l6cus da Igvh na t(14;18) produz ativacao
constitucional de BCL2, favorecendo a formacdo de clones de linfocitos de
longa sobrevida suscetiveis a defeitos moleculares adicionais. Esta
anormalidade favorece a tumorigénese no linfoma folicular principalmente
quando associado a desregulacdo do MYC 35148152 A {(14;18) esta presente
em 10% a 40% do LDGCB 153154, A hiperexpressdo de BCL2 esta associada a
maior nimero de copias do 18921,33 3*. A proteina codificada usualmente esta
ausente ou expressa em baixos niveis no CG dos foliculos secundarios 155,

Em linfécitos B de murinos com mutacdo MYD88 L265P, observa-se
ativacdo da via NFkB e hiperproliferacdo celular. Entretanto, a expressao de
BCL2 é necessaria para sustentar a sinalizacdo dependente do MYD88
L265P156’157.

Na era pré-rituximabe, a hiperexpressao do gene BCL2 foi associada a
pior progndéstico no LDGCB sistémico %4158 Na era poés-rituximabe, sua
hiperexpresséo deixou de ter impacto progndstico na SG no LDGCB 159161, O
rituximabe melhorou a SLP em pacientes BCL2-positivos (56% versus 25%,
p=0,0001) e BCL2 negativos (59% versus 33%, p=0,02). Rituximabe também

melhorou a SG nos pacientes BCL2 positivos (56% versus 42%, p=0,01) e



32

BCL2 negativos (58% versus 52%, p=06) 1%°. Este imunoterapico induz
apoptose por diversas vias de sinalizacéo intracelular, incluindo a via do gene
BCL2 e do B-cell ymphoma extra large (BCL-xL). Também induz regulagéo
reacional de IL-10 e fosforilagcdo da via do transdutor de sinal de ativador de
transcricdo 3 (STAT3). Em outro estudo, a hiperexpressao de BCL2 nao foi

associada a pior SG, independente da célula de origem 160.162,

2.5.1.3 Gene LMO2 (LIM domain only 2)

O gene LIM dominio Unico 2, conhecido como Rombotina 2 ou
Transparent Testa Glabra esta localizado no cromossomo 11p13 162, Codifica
uma proteina rica em cisteina altamente conservada, com dois dominios-LIM, e
um dominio curto amino-terminal com atividade de transativacdo e de
transcricdo; com papel crucial na hematopoese, estando geralmente
hiperconservado 148 164 Estd expressa normalmente em células do centro
germinativo, nas células precursoras hematopoiéticas e atuam no
desenvolvimento do timo e na angiogénese 13165166  Apresenta papel
importante na leucemia linfoblastica T, sendo encontrada em tumores
derivados de células do CG como LF, e LDGCB. Pode auxiliar na diferenciacao
entre LF e outros linfomas de células B pequenas % e de tumores sélidos,
como cancer de préstata 167

LMO2 regula a expresséo génica pela formacado de complexos ligantes
no DNA, como LDB1, E2A, HEB, Lyl1, ETO2, and SP1. Sua hiperexpressédo em
LDGCB sistémico estad associada ao maior numero de centrdmeros, podendo
levar a separacdo cromossémica incorreta, contribuindo para a oncogénese.
Além disso, pode interferir na expressao de transcriptoma composto de 311
genes de modo a contribuir para a hiperexpressao ou hipoexpresséao de outros
genes especificos 26. Em LDGCB, a auséncia de expressdo do LMO2 esta
associada a presenca de translocacdes do MYC 168,

O anticorpo anti-LMO?2 foi validado para avaliar expressao do LMO2 por
IHQ. Num estudo, a expressdo de LMO2 foi observada nos CG normais. No
LDGCB se correlacionou com a expressao de marcadores de CG (BCL6 e

CD10) e a auséncia de expressdo de marcadores ndao-CG (MUM1/IRF4 ou
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BCL2) 16°. A LMO2 é uma proteina nuclear e seu ponto de corte de positividade
a IHQ é de 30% '%4. Numa andlise retrospectiva com 49 pacientes LPSNC, foi
observada expressado proteica de LMO2, HGAL e BCL6 em 52%, 65% e 56%
dos casos. A expressdo de LMO2 foi associada a melhor SLP (25 x 8 meses,
p=0,071) e SG (34 x 11 meses, p=0,027), e a expressao de BCL6, a maior SG
(39 x 13 meses, p=0,055) e SLP (24 x 8 meses, p=0,006) 17°,

2.5.1.4 Gene MGMT (O-6-methilguanine-DNA-methyltransferase)

O gene MGMT, localizado no cromossomo 10¢26.3, codifica uma
proteina reparadora de DNA envolvida na defesa celular contra mutagénese e
toxicidade contra agentes alquilantes. A proteina catalisa a transferéncia de
grupos metil da posicdo O-6-alquilguanina e outras metilacbes do DNA para
sua prépria molécula, reparando rupturas do DNA 171, Em ratos knocked-out
p53, ndo ha transcricdo desta proteina, 0 que sugere sua expressao
dependente de p53 172,

A proteina MGMT € uma enzima reparadora de DNA que protege a
célula de agentes alquilantes ao remover grupos alkyl da posicdo Of da
guanina 3. Sua auséncia a IHQ, utilizando ponto de corte de 5% a 15%, foi
correlacionada com metilagdo da regido promotora do gene MGMT 174175 Esta
hipermetilacdo mostrou-se um biomarcador de bom prognéstico em LDGCB e
glioblastoma multiforme e cancer de mama tratados com agentes
alquilantes?°176,

Num estudo com 24 pacientes com LPSNC, a metilagdo do MGMT e a
auséncia de expressao proteica estavam presentes em 54% dos casos, sendo
gue a metilacdo de MGMT tinha alta correlacdo com a perda de expressao
proteica (ponto de corte da IHQ: 10%) possivelmente devido a maior
homogeneidade celular do LPSNC (coeficiente de correlagdo= -0,49; Teste
Exato de Fischer: p<0,01). Neste estudo, a hipermetilacdo da regido promotora
parece estar associada a maior taxa de SG e ocorre principalmente em

pacientes maiores que 60 anos de idade ?°.
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2.5.1.5 Gene POU2F1 (POU class 2 homeobox 1)

O gene POU2F1, conhecido como OCTL1 e localizado no cromossomo
1924,2, codifica uma proteina com funcdo de fator de transcricdo da
superfamilia POU. Além de membro de proteinas transmembrana superfamilia
carreadora de solutos, € responsavel pelo transporte e captagdo de nutrientes,
metabdlitos, drogas e toxinas. Os membros desta superfamilia contém uma
regido de 160 aminoacidos pela qual se ligam ao DNA em outra regido
especifica com sequéncia de oito bases nitrogenadas ATGCAAAT 177178 Esse
gene atua na diferenciacao e proliferacéo das células B, e a hiperexpressao de
OCT1 esta associada a maior sobrevida celular em linfomas com t(14, 18) 7.
A expressdo de OCT1 esta elevada em linhagem celular de linfoma e
aumentou a suscetibilidade tumoral aos agentes quimioterapicos irinotecano e
paclitaxel, possivelmente por facilitar o transporte dos antineoplasicos do meio
extracelular para o meio intracelular 3°. Porém, estudos com tumores com
linhagem epitelial demonstraram que a hiperexpressao de OCT1 se associou a
pior prognéstico 7°.

POU2F1 é necessério para transformacdo oncogénica e promocao de
linfoma em modelos de ratos knocked-out para Tp53 8, A ablacdo de POU2F1
estd associada com metabolismo oxidativo, elevacdo de expressdo de ROS,
aumento de sensibilidade a estresse oxidativo e genotdxico e diminuicdo de

iniciacdo tumoral em modelos xenogréficos 80,

2.5.1.6 Gene PDCD1 (Programmed cell death-1)

O gene PDCD1, conhecido como PD1 e localizado no cromossomo
2937.3, codifica uma proteina de superficie de membrana celular da
superfamilia das Ig 8. Outros membros da familia CD28 incluem o antigeno
associado a linfécito citotoxico T (CTLA-4) e coestimulador induzivel ICOS com
papel na resposta celular imune. PD1 é pouco expresso em células B 182183,
Sua proteina geralmente € expressa em células do CG e atua como um ponto
de checagem em linfocitos e na diferenciacdo celular. Hiperexpressdo de PD1

foi considerada fator de progndstico positivo em pacientes com LF 184, O gene
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€ expresso em célula pr6-B com papel na diferenciacéo celular, bem como em
varias células imunes, como células T 75148,

Foi identificado ganho do numero de copias do 9p24,1/PD-L1/PD-L2 em
pacientes com LPSNC, com concomitante hiperexpressédo das proteinas PD-
L1/PD-L2 34, Esta hiperexpressdo funciona como mecanismo de escape das
células neoplasicas do sistema imune, sendo um possivel alvo terapéutico 34.
Num estudo com 24 pacientes, 13% (3/24) apresentaram translocacéo
envolvendo o PD-1 34185,

Alteracdo do numero de cépias de PD-L1 e PD-L2 esta associada a
aumento de expressdo de PD-L1 e PD-L2 no LPSNC. Estas proteinas
interagem com o receptor PD1 presente nas células T, ativando a sinalizacao
celular via PD1. Em consequéncia, ha diminuicdo da ativacdo do receptor da
célula T (TCR), proliferacédo e sobrevida de fatores de transcricdo, 0 que causa
reducdo da resposta imune antitumoral 34,

A presenca de TIL com imunoexpressdo de PDCD1 esta diretamente
relacionada a imunoexpressao de PDL1 na célula tumoral em varios tumores,
inclusive LPSNC 75186 A hiperregulagcdo de PDCD1 é consequéncia de
exaustdo imune e € um marcador de célula T disfuncional, o que facilita a
tumorigénese "°. A hipexpressao de PDL1 é considerada um marcador de alta
resposta imune antitumoral, sendo consequéncia a infiltracdo tumoral de
células T. *¥7. O bloqueio da via mediada pelo PDCD1 leva a reversdo do
fendtipo da exhausted T-cell e & normalizacdo da resposta antitumoral, sendo
um racional para o tratamento com imunoterapia contra o cancer 88-190,

No LPSNC, o ganho do numero de copias do 9p24.1/PDL1/PDL2 esta
associado ao aumento da expressao proteica do PDL1/PDL2, atuando como
um mecanismo de escape imune. Isso sugere que drogas anti-PDCD1
poderiam ter um papel no tratamento 3*. A imunoexpressdo de PDCD1 esta

associada a pior SG "°.

2.5.1.7 Gene BCL6 (B-cell ymphoma 6)

O gene BCLS6, localizado no cromossomo 3g27,3, codifica uma proteina

fator transcricdo zinc finger com um dominio N-terminal POZ. Esse gene atua
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como um repressor de transcricdo de sequéncia especifica e modula a
transcricdo de células B IL4 dependente de STAT. O dominio POZ interage
com outras proteinas, causando repressao tumoral. No LDGCB o gene BCL6
pode estar translocado e hipermutado o que favorece a tumorigénese °. Em
30 pacientes com LPSNC e grupo controle LDGCB sistémico estudados, a
expressdo de BCL6 foi maior em individuos com LPSNC quando comparados
com LDGCB sistémico COO ABC (p=0,02). Isso sugere a importancia do
BCL6 no LPSNC 192,

O gene BCL6 cofidica uma proteina repressora de transcricdo de
sequéncia especifica, formando um complexo com diferentes corepressores e
com histona. Assim, reprime-se a transcricdo de diferentes genes alvos por
meio de sua ligacdo direta com o DNA ou indiretamente com repressao de
atividade transcricional 148 192,

Encontra-se usualmente expresso em centroblastos, na maioria dos
centrocitos e em células T CD4+ do CG. Por outro lado, encontra-se inativado
durante a diferenciacdo de centrocito para células B de memoria ou
plasmocitos 193194,

O gene BCL6 inibe o gene supressor do ciclo celular p21, inibidor da
quinase dependente de ciclina, bem como o programa antiapoptético ao
suprimir a expressao de BCL2. Atua na resposta ao dano do DNA quando da
regulacdo dos genes p53, ATR e CHEK1 e impede a ativacado prematura de
centroblastos ao inibir os genes ativadores de linfocitos B CD69, STAT1
(transdutor de sinal e ativador de transcricdo 1) e CD80 35194, A desregulacgédo
de BCL6 pode provocar o bloqueio da diferenciacdo de células pds-CG e
determinar o acumulo de células hipermutadas, o que facilta a
tumorigénese®®®.

A proteina repressora transcripcional zinc-finger € necessaria para
formacdo de CG. Sua correlacdo com progndstico é contraditéria em alguns
estudos #1170, Sua hiperexpressdo esta associada a melhor SG em pacientes
tratados com CHOP-simile 1.

Alteracbes cromossémicas envolvendo o gene PRDM1 séo
relativamente comuns (23% a 37%), levando a bloqueio da diferenciacao de

células p6s-CG e acumulo de células hipermutadas, o que contribui para a
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linfomagénese. A maioria das translocacfes envolvendo BCL6 no LPSNC
envolvem parceiros distintos do gene da lg, ao contrario do observado no
LDGCB sistémico %°. Segundo Winter et al. 1%, pacientes sem expressdo de
BCL6 por IHQ beneficiam-se mais da adicdo de rituximabe a quimioterapia (SG
42% x 76%, CHOP x R-CHOP) do que pacientes BCL6 positivo (SG 73% x
74%, CHOP x R-CHOP), provavelmente devido a supressédo da via NFkB pelo
rituximabe °7. O estudo CALGB 50202 também correlacionou hiperexpresséo
de BCL6 a IHQ com pior SG 23. Estudos retrospectivos, porém,

correlacionaram hiperexpressdo BCL6 com melhor SG 4119,

2.6 Justificativa

O aumento de incidéncia do LPSNC, associado a alta morbi-
mortalidade, justifica a maior necessidade de pesquisas clinicas e moleculares,
a fim de buscar melhores opcdes terapéuticas e de qualidade de vida.

Trata-se de um estudo de coorte retrospectiva unicéntrico. Seu desenho
foi selecionado por tratar-se de uma doenca rara, objetivando a maior obtencéo
possivel de dados clinicos e material histopatoldgico confiaveis. Trata-se do
maior estudo disponivel, por meio do qual se descrevem as caracteristicas
clinico-epidemiolégicas de LPSNC na populacdo brasileira, e o Unico que
avalia expressao génica e correlacao prognostica.

E importante a realizacdo de pesquisas genéticas em diferentes etnias e
populacbes. A populacdo brasileira € considerada um modelo para estudos
genéticos e fenotipicos em mistura étnicorracial e pode apresentar
caracteristicas genotipicas distintas de populacdes ndo miscigenadas, bem
como biomarcadores distintos %°. Estudos evidenciam diferentes expressées
génicas entre diferentes populagbes com mesmo tipo tumoral. Num estudo
retrospectivo em LPSNC, anélise de genética de DNA e RNA através de Next
Generation Sequencing, foi realizada em 18 pacientes hispanicos e 11
pacientes brancos. Nele, evidenciou-se que a populacdo hispanica teria
frequentemente mais de 3 muta¢cdes comparada a populacdo branca (89% x
55%, p=0.03), porém sem correlacdo progndéstica, com SG 2 anos de 60% e

36%, respectivamente (p=0.23) 133, Tais dados sugerem heterogeneidade nas
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mutacOes encontradas no LPSNC, podendo ser relacionadas a etnicidade.
Num estudo com o uso do banco de dados do SEER, foi evidenciada uma
diferenca de incidéncia entre as populacfes idosas negra e branca, sendo
maior nesta Ultima 8.

Estudos unicéntricos sdo valiosos por gerarem hipoteses que podem
servir de base para estudos multicéntricos e com maior populagéo. Eles tém
como vantagens menor custo, maior facilidade na coleta de dados, uma
populacdo menos heterogénea com menos fatores confundidores. No entanto,
a principal desvantagem é a limitagdo na validacdo dos dados em outras
populacgées 2%,

Estudos retrospectivos permitem analisar multiplos desfechos por um
longo periodo, com a identificacdo de fatores de risco e suas associacoes,
sendo geralmente conduzidos em doencas raras. As principais desvantagens
sdo a auséncia de uniformidade de dados entre os individuos, a presenca de
fatores confundidores que levam a dificuldade na avaliacdo temporal entre os

fatores analisados e o desfecho observado, além da causalidade entre eles 201,



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo primario

Avaliar o impacto da expressédo dos genes MYC, BCL2, LMO2, MGMT,

POUZ2F1, PDCD1 e BCL6 em pacientes com LPSNC e suas correlacbes com

os desfechos de SLP e SG em pacientes tratados no Servico de Hematologia
do HC-FMUSP e Instituto do Cancer do Estado de Séao Paulo (ICESP), Brasil.

3.2 Objetivos secundéarios

a)

b)

Descrever as caracteristicas clinicas epidemioldgicas destes pacientes de
um grande centro universitario brasileiro, informacdo atualmente
indisponivel na literatura médica nacional, com objetivo de melhorar o
conhecimento e a caracterizagdo destas neoplasias em populacdo de
area geografica adstrita.

Avaliar o impacto prognéstico da expressao das proteinas MYC, BCL2,
LMO2, MGMT, POU2F1 e PDCD1, mensuradas semiguantitativamente
por técnica de IHQ, em portadores de LPSNC, para os desfechos de SG,
SLP e SLD.

Avaliar a correlacdo da expressdao molecular de RNA (RT-gPCR) e a

expressao proteica por meio da reacdo de IHQ.



4 CASUISTICAS E METODOS

O projeto foi submetido ao CAPPesq por meio da Plataforma Brasil,
CAAE 48989315.0.0000.0068; Numero do Parecer: 1.266.854; aprovado em 07
de outubro de 2015 e anuéncia do ICESP sob Registro: NP597/2015. Somente
apos a aprovacdo, foi iniciado o projeto de pesquisa. Relatorios parciais sobre
o andamento do projeto foram entregues semestralmente a CAPPesq por meio
da Plataforma Brasil.

A Tabela 3 descreve os custos do projeto, referentes aos itens de
consumo de material basico de imuno-histoquimica, PCR e kits necessarios
para a realizacdo de ensaios propostos. O custo estimado foi de R$39.040,00.
O projeto foi custeado pelo Servico de Hematologia do Departamento de
Clinica Médica da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo com
verbas provenientes dos projetos de pesquisa clinica patrocinada do grupo de
linfoma ndo-Hodgkin. Os ensaios clinicos foram realizados no Laboratério de

Imunopatologia, atualmente vinculado ao LIM31.

Tabela 3 - Orcamento detalhado

Material Valor Total
Anticorpos para IHQ R$16.500,00
Seros Qorls de ores SabOOIO e sz 0,0
:;ié I(;);t(;ﬁ(_;i?m%(ie;r?verALL Total Nucleic Acid R$3.040,00
Kit Rneasy FFPE- Qiagen R$3.000,00
Kit cDNA applied high capacity R$3.500,00
Sonda TagMan (5 sequéncias) R$5.000,00
PCR MasterMix R$2.500,00
Placa R$1.000,00
Selante R$2.000,00

TOTAL R$39.040,00
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4.1 Pacientes selecionados

Devido a raridade do LPSNC, optou-se pela pesquisa de todos os
pacientes cujos materiais anatomo-patologicos estivessem disponiveis nos
arquivos do HC-FMUSP e no ICESP. Apenas biopsias realizadas a partir de
01/01/1995 encontravam-se disponiveis. Foi gerada uma primeira lista de
pacientes cujos diagndsticos relatavam histopatologia “linfoma” e regido
anatbmica “acometimento em sistema nervoso central”, diagnosticados entre
01/01/1995 e 31/12/2016, para posterior confirmacao de diagnoéstico de LPSNC
e analise dos critérios de inclusdo para este estudo. O ponto de corte de coleta
de dados estabelecido foi 01/12/2017 para garantir um periodo de seguimento
minimo de aproximadamente 12 meses e objetivar andlise de SG, com base
em artigos que avaliavam mortalidade de 35% neste periodo *°.

Trata-se de um estudo de coorte unicéntrico retrospectivo. Estudos
unicéntricos sao valiosos por gerarem hipoteses que podem servir de base
para estudos multicéntricos e com maior populacao. Eles tém como vantagens
menor custo, maior facilidade na coleta de dados, uma populagdo menos
heterogénea com menos fatores confundidores. No entanto, a principal
desvantagem é a limitacéo na validacédo dos dados em outras populagées 2°°,

Estudos retrospectivos permitem analisar multiplos desfechos por um
longo periodo com a identificacdo de fatores de risco e suas associacoes,
sendo geralmente conduzidos em doengas raras. As principais desvantagens
sdo a auséncia de uniformidade de dados entre os individuos, a presenca de
fatores confundidores — o que leva a dificuldade na avaliacao temporal entre os
fatores analisados e o desfecho observado — e a causalidade entre eles 2%,

Uma lista inicial destes pacientes foi obtida pelos Servicos de
Hematologia do HC-FMUSP e do ICESP, bem como pelos Servicos de
Anatomia Patolégica do HC-FMUSP e do ICESP.

4.1.1 Critérios de inclusao

e |dade ao diagndstico maior ou igual a 18 anos e
e LPSNC com histopatologia LNHDGCB CD20+, a qual foi revista e
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confirmada  prospectivamente por  hematopatologista  do
Departamento de Patologia da FMUSP.

4.1.2 Critérios de exclusdo

Imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas (por exemplo: infeccédo

por HIV, pos transplante de 6rgéo);

Linfoma primario ocular;

Envolvimento secundario em SNC de linfoma sistémico;

Sorologia positiva para o virus HIV (com ou sem Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida);

Desenvolvimento de outro subtipo de linfoma até a data de censura;

Histdria prévia ou concorrente de linfoma de células B indolente;

Indisponibilidade de amostra tecidual,

Prontuario médico néo recuperado e

Laudo histopatolégico divergente entre o diagnostico retrospectivo e
a nova analise histopatoldgica retrospectiva.

Os dados clinico-epidemiolégicos, laboratoriais e de imagem foram
obtidos a partir da analise de prontuarios médicos manuais ou informatizados,
nos quais se destacaram variaveis clinicas e demogréficas, como: data de
nascimento; sexo; raca; data de diagnéstico; nimero de linhas de tratamento;
datas de inicio e de término de tratamento; tipos de tratamento oncoldgico
realizados; tipo de resposta clinica ao tratamento; data de obtencdo de
remissdo, progressao e recidiva; data de Obito e da Ultima avaliacdo clinica;
situacdo atual do linfoma na data de censura; IPI modificado, estadio clinico ao
diagnéstico, presenca de sinais e sintomas de hipertensdo intracraniana,
alteracdo de comportamento, alteracdo de memoria, déficit neuroldgico focal,
localizagé&o do tumor, PS na primeira consulta no Servico de Hematologia; PS
apos término de cada linha de tratamento. Dados laboratoriais histopatoldgicos,
padrao de infiltracdo perivascular, proteinorraquia e glicorraquia, outros
marcadores no CSF, sorologia para HIV e EBV, exames de imagem de TC e
RMN, bioquimica geral e hematolégica também foram coletados quando

disponiveis.
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Foi feito contato telefénico com pacientes e/ou familiares em casos de
perda de seguimento para identificar a situagdo atualizada do paciente. Em
pacientes cujo contato telefénico nao foi possivel, realizou-se prospeccéao ativa
no site da Receita Federal pelo nimero do Cadastro de Pessoa Fisica (CPF),
permitindo-se avaliar se o paciente estava registrado como vivo até o ano fiscal
anterior ao da pesquisa. Quando disponivel, a causa mortis foi coletada. A
coleta dos dados clinicos foi realizada até 01 de dezembro de 2017 (data de

censura de coleta).

4.2 Diagnéstico anatomopatologico

O diagnostico de LPSNC foi obtido por bidpsia incisional estereotaxica
ou aberta do tecido acometido. O produto da bidpsia foi analisado por
coloracdo de hematoxilina-eosina (H&E) e IHQ para pesquisar os antigenos
linfoides B (CD20, CD22 ou CD79a), T (CD3) e Ki67 no Servicos de Anatomia
Patolégica do HC/ICESP-FMUSP. Nos casos em que o paciente foi submetido
a mais de um procedimento diagndstico, foi considerada apenas a biépsia mais
representativa da lesdo em estudo.

As laminas disponiveis dos casos inicialmente selecionados foram
disponibilizadas para revisdo central realizada por hematopatologista no
Departamento de Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo. Caso necessério, laminas extras foram
confeccionadas para auxiliar no diagnéstico conforme orientagbes da
hematopatologista.

Os critérios da OMS foram utilizados para confirmacao histopatologica.
As células neoplasicas foram positivas para os marcadores da linhagem B
(CD20, CD22 ou CD79a) 53652, Pacientes com indisponibilidade amostral ou
com diagnastico final discordante do original foram excluidos.

Em algumas amostras, foi realizado no momento do diagnéstico inicial
painel de IHQ para Linfoma B e Linfomas T, sendo analisado também IHQ anti-
CD3 nas células tumorais e linfocitos reacionais infiltrativos (TIL). TIL foi
analisado em campo de pequeno a médio aumento com atengéo para 0s vasos

gue circundavam o tumor e para as células tumorais. A expressao de CD3 foi
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analisada como variavel categérica como 0% ou =1%.
N&o foram realizadas novas reactes de IHQ anti-CD3 por caréncia de

material histopatoldgico.

4.3 Estadiamento

Histdria e exame fisico fazem parte da rotina do servico de hematologia,
assim como avaliacdo laboratorial com hemograma completo, contagem de
reticuldcitos, bioquimica, funcdo renal, avaliacdo hepética, dosagem sérica de
acido urico, DHL, B2 microglobulina, sorologia para HIV, hepatite B e C. A
presenca de sintomas B foi definida mediante perda de peso superior a 10% do
peso corpdreo basal em periodo inferior a seis meses e/ou febre persistente
acima de 38°C sem caracterizacdo de infeccdo e/ou sudorese noturna
recorrente 202,

Os pacientes eram estadiados de acordo com a época de entrada no
servico com TC ou ressonancia nuclear magnética de cranio. Para excluir
doenca sistémica, realizaram-se TCs de pescoco, térax, abdémen e pelve além
de bidpsia de medula 6ssea. Puncdo lombar com andlise bioquimica e
morfolégica incluindo citologia oncética, proteinorraquia, glicorraquia e
citometria de fluxo também foram realizadas. Os dados foram coletados
conforme sua disponibilidade e registrados numa tabela de coleta de dados,

sendo posteriormente categorizados.

4.4 Tratamento

Os pacientes incluidos no estudo receberam intencdo curativa com
protocolo Abrey, constituido por indugdo com cinco ciclos de HD-MTX 3,5 g/m?,
procarbazine 100 mg/m?/d e vincristine 1.4 mg/m? endovenoso, 2°3. Ocorreram
algumas variacdes conforme o ano de tratamento ou condi¢cfes clinicas dos
pacientes. O metotrexate foi administrado por via endovenosa em 3 horas, com
ciclos de 21 dias. Nao foi realizado ajuste da dose do metotrexate de acordo
com o clearence de creatinina. Hidratagcdo, resgate com leucovorina e

prescricdo de G-CSF profilatico foram realizados de acordo com as rotinas do
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servico presentes a época. Pacientes que obtiveram RC receberam regime de
consolidagdo com WBRT (30 a 40Gy em até 20 fragdes) ou 2 ciclos de 28 dias
com citarabina em altas doses (2 g/m?/12 horas D1 até D4). Pacientes com RP
receberam até mais 2 ciclos de tratamento de inducdo conforme descrito
previamente. Pacientes com doenca estavel ou PD foram submetidas a WBRT.

Em 2018, uma nova rotina foi discutida no Servico de Hematologia,

incluindo tratamento com Anti-CD20 (rituximab), ainda a ser implementada.

4.5 Avaliagao de resposta

Até o ano de 2005, as definicbes de RC, RP, PD e DE eram
estabelecidas de acordo com a interpretacdo do médico assistente ou
radiologista. Imagens anteriores a 2005 n&do estavam mais disponiveis, o que
impediu a reavaliagdo de forma retrospectiva. Os dados foram coletados
conforme registrados no prontuario dos pacientes a época e dos laudos
radiolégicos disponiveis.

A partir de 2005, adotaram-se critérios de resposta clinica para LPSNC
conforme diretriz publicada >!. A resposta terapéutica foi determinada por
critérios clinicos e imagenoldgicos avaliados por TC, RNM, assim como puncéo
lombar, avaliacdo oftalmoldgica, se disponiveis. Tais dados foram coletados

conforme o prontuario e laudos radiolégicos disponiveis.

4.6 Seguimento dos pacientes

Os pacientes foram acompanhados apés término do tratamento com
histéria e exame fisico, exames laboratoriais e de imagem a cada dois meses
no primeiro ano de remisséo; a cada trés meses no segundo ano; a cada
quatro meses no terceiro ano; a cada seis meses no quarto ano e anualmente

a partir do quinto ano de remissao.
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4.7 Reacgdes de IHQ

Todas as laminas disponiveis e as reacbes de IHQ previamente
realizadas pelos pacientes no Departamento de Patologia da FMUSP e HC
FMUSP foram recuperadas e analisadas novamente no Departamento de
Patologia da FMUSP. Para inclusdo no estudo, todos os pacientes precisavam
ter suas laminas/biépsias novamente avaliadas, confirmando o diagndstico de
LPSNC, independentemente do laudo inicial. Novas laminas e coloracdes
poderiam ser realizadas a partir das biopsias para se poder confirmar o
diagndstico de LPSNC, caso necessario.

Reacdes de IHQ para as proteinas de interesse foram realizadas
conforme descritos nesta Secédo 4.7.2 . A padronizacdo da técnica encontra-se

no Quadro 3.

4.7.1 Obtencdo das amostras

Os blocos correspondentes as bidpsias dos pacientes foram procurados
nos dos blocarios do HC-FMUSP e do ICESP. Pacientes sem bidpsia/bloco
disponivel para a realizacdo das técnicas de IHQ e moleculares foram
excluidos do estudo.

As bidpsias tinham sido fixadas em formalina e incluidas em parafina.
Os blocos selecionados correspondiam as laminas utilizadas para confirmar o
diagnostico anatomopatolégico de LPSNC. Todos o0s pacientes com
diagnéstico revisto e confirmado de LPSNC com critério de inclusédo foram
selecionados para reacfes de IHQ adicionais para pesquisa das proteinas
MYC, BCL2, OCT1, MGM1, LMO2 e PD1. As reacdes foram realizadas em
cortes de 3-4 u dos blocos de parafina no Laboratoério de IHQ do Departamento
de Patologia da FMUSP. Devido a escassez de material, 0s primeiros cortes
obtidos foram separados para extracdo de RNA e o restante, para a IHQ.
Portanto, alguns pacientes n&o tiveram material suficiente para realizar todas
as reacdes de IHQ das proteinas de interesse.

As técnicas descritas da reacdo de IHQ encontram-se na sec¢éo 4.7.2 ,

conforme a rotina do Departamento de Patologia da FM-USP. N&o foram
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realizadas reacdes de IHQ para BCL6 devido a escassez do material e porque
a pesquisa de expressao génica do BCL6 foi adicionada posteriormente ao

estudo.

4.7.2 Técnica da reagdo de IHQ

A IHQ foi realizada pela técnica convencional para material fixado em
formol e incluido em parafina para as proteinas relacionadas aos genes em
estudo (MYC, BCL2, POU2F1, MGMT, LMO2 e PDCD1).

Utilizaram-se os Ac monoclonais anti-c-MYC (clone Y69, Abcam,
Cambridge, Massachussets, EUA), anti-BCL2 (clone 124, Cell Marque, Rocklin,
California, EUA), anti-LMO2 (clone SP51, Cell Marque, Rocklin, California,
EUA), anti-MGMT (clone MT3,1, Abcam, Cambridge, Massachussets, EUA),
anti-OCT-1 (clone AB151, Abcam, Cambridge, Massachussets, EUA) e anti-
PDCD1 (clone NAT105, Abcam, Cambridge, Massachussets, EUA).

As reacdes de IHQ foram padronizadas por meio de diluicbes seriadas
dos anticorpos priméarios e diferentes pH antes do processamento das
amostras dos pacientes. Controles positivos e negativos (omissao do anticorpo
primario) foram realizados para todas as amostras. O resultado da
padronizacdo encontra-se no Quadro 3.

Os cortes de bidpsia de Sistema Nervoso Central de 3-4 um de
espessura foram dispostos em laminas salinizadas (Sigma Chemical Co, St.
Louis, Missouri, EUA) em suporte adequado. O processo de desparafinacao foi
feito por exposicdo das laminas ao xilol aguecido em estufa a temperatura de
60-65°C por 5 minutos com subsequentes lavagens rapidas em trés banhos de
xilol frio.

Para hidratacdo, as laminas foram colocadas em dois banhos de alcool
absoluto, um banho de alcool a 95°C e outro de alcool a 70°C. Em seguida,
foram lavadas em agua corrente, em agua deionizada e deixadas em tampéo
fosfato pH 7,4. A recuperacdo dos sitios antigénicos foi realizada em alta
temperatura em Tris-EDTA pH9. O bloqueio da peroxidase enddgena das
hemacias foi realizado com perdxido de hidrogénio 10v (3%). Em seguida, as

laminas foram lavadas em agua corrente, agua destilada e deixadas em
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tampao tris-fosfato pH 7.4 (TBS). Os anticorpos foram utilizados nas
concentracfes conforme Quadro 3. As laminas foram incubadas overnight a
4°C em camara umida. Posteriormente foram incubadas com o anticorpo
secundario Polimero Novolink (Leica Biosystems Newcastle, UK) por 30
minutos em estufa a 37 graus. Foi utilizado o cromdgeno Diaminobenzidina
(DAB) (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha). Posteriormente efetuou-
se a contracoloracdo com Hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt,
Alemanha).

As laminas foram analisadas em microscopio convencional. A leitura das
laminas foi feita estimando-se 200 células por campo quando possivel, em um
total de vinte campos de 40x. Foi utilizada anéalise semiguantitativa por dois
observadores distintos, estabelecendo-se valor de consenso para cada caso. A
analise semiquantitativa foi padronizada em escala de percentual de células
atipicas, positivas para as proteinas interesse em intervalos de 25% (0%-
totalmente auséncia-, 1 a 25%, 26% a 50%, 51% a 75%, 76% a 100%).

Ac Monoclonais Dilu(iagsl?'final Tecido Marca | Codigo
xgbct:)it Clone Y69) 1100pHe | CEOREEE Abcam | ab 32072
(E::%Lni 124) 1:100 pH9 Amigdala M;Z'Le 226M-96
I(_rl\aﬂti)?t clone SP51) 1:50 pHo Amigdala Mgzlllje 370R-16
?:I:S)rI\Q-MTS.l) 1:400 pH9 Amigdala Abcam | ab 39253
(PrgbLé)?tFélone AB151) 1:200 pH9 Amigdala Abcam | ab 15112
(Ti)(rig}\l AT 105) 1:100 pH9 Amigdala Abcam | ab 52587

*do tampao de recuperacgdo antigénica

Quadro 3 - Padronizacéo dos marcadores de IHQ utilizados



49

4.8 Método molecular

4.8.1 Obtencdo das amostras

Para este estudo, foram realizados cortes de 5 uM de espessura em
micrétomos manuais disponibilizados em tubos de 1,7 mL. As laminas do
micrébmetro foram higienizadas com RNAse para evitar contaminagao entre os
pacientes e os cortes foram realizados no Departamento de Patologia da
FMUSP. A extracdo de RNA foi realizada em até uma semana apés obtencao
dos cortes.

4.8.2 Extracdo de RNA de amostras fixadas em formol e incluidas em parafina

O processo de extracdo de RNA das amostras fixadas em formol e
incluidas em parafina (FFPE) foi realizado no Laboratério de Genética e
Hematologia Molecular — LIM 31 do HC-FMUSP.

A cada tubo de 1.7 ml contendo cortes 5 um, foi adicionado 1,5 ml do
reagente xilol a 100% para a desparafinizacdo. Os tubos foram agitados em
vortex vigorosamente por 10 segundos, incubados a 37°C por dez minutos e
centrifugados durante dois minutos a 20.000 x g em temperatura ambiente,
para obtencéo de botédo celular.

Posteriormente, removeu-se 0 sobrenadante por pipetagem cuidadosa,
para ndao remover do botdo celular. Em seguida, as células foram lavadas com
1,5 ml de etanol a 100%, nova agitacdo em vortex por 10 segundos,
novamente centrifugacdo a 20.000 x g por dois minutos, em temperatura
ambiente e posterior remocdo do sobrenadante. Apds repeticdo do
procedimento, as células foram incubadas por dez minutos a temperatura
ambiente até evaporar totalmente o etanol residual.

Em seguida, as células foram ressuspensas em 150 uL de tampdo PKD®
(Qiagen) adicionados 10 pL de proteinase K. A amostra foi incubada a 55°C por
quinze minutos e, apos isso, a 80°C por mais quinze minutos. Adicionaram-se
320 uL do tampdo RBC (Red Blood Cell Lysis Buffer), para otimizacao de lise

de hemacias numa suspensao celular tnica com efeito minimo nos leucdcitos.
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O lisado foi homogeneizado e transferido para coluna eliminadora de
gDNA e centrifugado por trinta segundos, a 8000 x g. Em seguida, descartou-
se a coluna, adicionaram-se 720 pyL de etanol a 100% e transferiram-se
imediatamente 700 yL da amostra para a coluna MinElute ENeasy. Ocluiu-se a
tampa do tubo, centrifugou-se por mais quinze segundos a 8000 x g,
descartando-se o0 sobrenadante. Em seguida, adicionaram-se 500 uL do
tamp&do RPE® (Qiagen) a coluna MinElute ENeasy, fechando-se delicadamente
a tampa. Procedeu-se a centrifugacdo por quinze segundos a 8.000 x g,
descartando-se o liquido. Adicionaram-se mais 500 pL do tampao RPE a
coluna MinElute ENeasy, ocluiu-se a tampa e centrifugou-se por mais quinze
segundos, a 8000 x g, descartando-se o liquido. Em seguida, transferiu-se a
coluna MinElute ENeasy para novo tubo coletor de 2 ml, o qual foi centrifugado
com a tampa aberta por cinco minutos, a velocidade de 20.000 x g.

Entdo foi descartado o tubo coletor, transferindo-se a coluna MinElute
Eneasy para outro tubo, agora de 1,7 ml. Adicionaram-se 30 pL de agua livre
de RNase a coluna, centrifugando-se por um minuto a velocidade de 20.000 x
g. Ao final da eluicdo, obteve-se o RNA, o qual foi estocado em temperatura
igual ou inferior a -20°C até o momento do uso.

A concentragdo de RNA de cada amostra foi determinada no
equipamento NanoDrop Spectrophotometer ND-1000, e sua integridade foi
analisada no RNA Nano Chip 2100 Bioanalyzer, da Agilent.

4.8.3 Preparacao do cDNA

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir de 1,0 ug
do RNA total. A preparagéo foi realizada conforme orientagbes do fabricante
Thermo Fisher para o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. O cDNA
foi obtido da reagédo contendo 1ug de RNA total, 0,8 uL de 25X dNTP Mix (100
mM), 2,0 yL de RT Buffer (10 X tampado de reagédo), 2 yL de RT Randon
Primers (10X), 1 yL MultiScribe Reverse Transcriptase (transcriptase reversa) e
H20 tratada com dietilpirocarbonato (DPEC), com a obtenc&o do volume final
de 20 pL. As amostras foram submetidas as temperaturas de 25°C por dez
minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por cinco minutos no termociclador Veriti
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Thermo Cycler da Thermo Fisher para obtencdo do cDNA. Em seguida, foram
adicionados 180 pL de H20 tratada com DPEC.

4.8.4 Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real

A RT-gPCR foi realizada para os genes MYC (Hs 202453,
ref.158378085), BCL2 (Hs 0060823, ref. 158378081), LMO2 (Hs 00277106, ref.
158378089), MGMT (Hs 501522, ref. 158378073), POU2F1 (Hs 283402, ref.
158378077), PDCD1 (Hs 158297, ref. 158378093) e BCL6 (Hs 478588, ref.
19673829) — todos da IDT technologies (Coralville, lowa, EUA). Como controle
enddgeno, foram utilizados os genes GUSB (Catalog number: 4310888E),
GAPDH (Catalog number: 4352934E) e RPLPO (Catalog number: 4326314E)
da Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA). Foi utilizado o TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e sua
analise foi executada no equipamento 7500 FAST Real Time PCR Systems da
Thermo Fisher.

Os valores quantitativos relativos foram obtidos a partir do ciclo limiar
(cycle threshold [Ct]). O Ct é o ponto de referéncia no qual a elevacdo do sinal
fluorescente corresponde ao crescimento exponencial dos produtos da PCR?%4,
As curvas de eficiéncia e quantificacdo génica foram obtidas a partir de
diluicdes seriadas.

A quantificagdo relativa baseou-se na construcdo de curva padréo a
partir de quantidades conhecidas do cDNA do gene de interesse, diluidos dez
vezes em triplicata com objetivo de obter quatros pontos na referida curva,
totalizando-se quatro pontos na curva. Esta curva foi feita de cDNA total de um
pool contendo 5 linfonodos normais 2%. Esta estratégia permitiu obter a
quantidade relativa do gene de interesse em cada amostra pela disposicao em
grafico contruido, colocando-se no eixo y o numero de ciclos necessarios para
amplificacdo e, no eixo X, a quantidade correspondente de cDNA na curva
padrao. A agua sempre foi utilizada como controle negativo.

Ao final, os valores relativos de expressao génica BCL2, MYC, LMO2,
MGMT, POU2F1, PDCD1 e BCL6 foram normatizados em relacdo ao mRNA do
gene endogeno GUSB, GADPH e RPLPO. O gene GUSB foi selecionado para
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normatizacao por ser o mais discriminativo das amostras.

4.8.5 Eficiéncia génica avaliada

A eficiéncia génica encontra-se na Tabela 4.

Tabela 4 - Eficiéncias génicas avaliadas

Genes R2 Eficiéncia (%)
MYC 0.99 98,70%
BCL2 0.99 94,10%
LMO2 0.99 96,40%
MGMT 0.99 95,20%
POU2F1 0.99 96,80%
PDCD1 0.99 103,50%
BCL6 0.99 102,90%
GUSB 0.99 97,30%
GAPDH 0.99 95,33%
RPLPO 0.99 98,25%

4.9 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram elaboradas por meio do aplicativo
Statistical Package for Social Sciences — SPSS, versdo 11.0 para Windows
(Chicago, IlI- USA). As varidveis quantitativas podem ser discretas quando
determinadas por numeros inteiros ou continuas quando representadas por
qualguer valor de variacdo em escala numérica infinita. As variaveis
categoricas ou qualitativas ndo sdo quantificaveis, mas medidas por meio de
sua classificacdo em categorias, sendo apresentadas como frequéncias
absolutas e porcentagens 2%,

Neste estudo, utilizaram-se variaveis quantitativas continuas (por
exemplo, expresséo génica de MYC, BCL2, LMO2, MGMT, POU2F1, PDCD1 e
BCL6) e variaveis qualitativas categoricas (por exemplo: sexo, raga, entre

outras). Variaveis continuas, como idade inferior a 60 anos e expressao génica
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menor que a mediana ou o0 ponto de corte estabelecido por Curva de ROC,
foram transformadas em categoricas.

A andlise univariada para medir associacdo entre as variaveis
categoricas/qualitativas foi realizada pelo Teste Exato de Fischer. O Teste T-
Student foi utilizado para as comparacfes entre as variaveis quantitativas e os
desfechos selecionados 297208, Na andlise univariada, foram considerados
estatisticamente significantes valores até p <0,100, ou seja, com no maximo de
10% de chance de rejeitar a hipétese de igualdade quando ela é verdadeira.
Devido ao pequeno tamanho amostral, optou-se por ndo realizar andlise
multivariada. Refratariedade, recaida e suas relacdes estatisticas foram
avaliadas apenas na primeira linha de tratamento.

A andlise da sobrevida é uma medida frequentemente utilizada para
avaliar grupos com neoplasia. As curvas de SG, SLD e SLP foram estimadas
pelo Método de Kaplan-Meier. No Método de Kaplan-Meier, os intervalos de
tempo nao séao fixos, mas determinados pelo aparecimento de uma “falha”, e os
sobreviventes ao longo do tempo sdo ajustados pela censura (0S casos
censurados entram no calculo da funcdo da probabilidade de sobrevida
acumulada até o momento da perda) 2%°. O Teste de Log-Rank foi utilizado
para comparar as curvas de sobrevida particionadas por variaveis categoricas,
porém os testes de Breslow e Tahone-Ware também foram calculados 2%°.
Estes testes sao particularmente importantes quando as curvas nao
apresentam riscos proporcionais. O teste de Log-Rank tem peso maior no inicio
e no meio de seguimento, o teste de Breslow tem peso maior no inicio do
seguimento e o teste de Tahone-Ware tem peso maior no final do seguimento.
N&o foi realizada analise multivariada por regressdo de Cox devido ao pequeno
tamanho amostral 211, As definicGes das Curvas de Sobrevida, Refratariedade
e Recidiva encontram-se Quadro 4.
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Pontos de

. Definigéo
interesse
Intervalo entre a data do diagndstico e a data do ultimo
seguimento* (em meses) ou Obito, considerando-se como
SG evento o 6bito por qualquer etiologia. Razdes para censura
incluem: término do seguimento (paciente vivo) ou perda de
seguimento.

Intervalo entre a data da RC e a data da recidiva (em
meses), Ultimo seguimento ou Obito, considerando-se
eventos a recidiva. Razfes para censura incluem: término do
SLD seguimento (paciente vivo e sem progressado de doenca) ou
perda de seguimento. Esta curva s6 péde ser calculada em
pacientes que tenham obtido RC na primeira linha de
tratamento.

Calculada como o tempo transcorrido entre o diagndstico e o
momento da progressao, recidiva, o Ultimo seguimento ou
Obito (em meses), considerando-se como eventos PD ou
SLp recidiva. Esta curva sé pdde ser calculada em pacientes que
receberam pelo menos algum tipo de tratamento oncoldgico.
Razbes para censura incluem: término do seguimento
(paciente vivo e sem progressdo de doenca) ou perda de
seguimento.

Definida como auséncia de resposta (completa ou parcial) a

Refratariedade | 77" "% °
primeira linha de tratamento.

Definida como PD ap6s uma RC na primeira linha de
tratamento.
*Se a Ultima data de seguimento conforme registro no prontuario foi inferior a data de censura

de coleta de dados (01/12/2017), os pacientes tiveram seus status (vivo/morto) confirmados por
via telefdnica, quando possivel, o mais proximo possivel da data de censura. 212213

Recidiva

Quadro 4 - Definicbes das Curvas de Sobrevida, Refratariedade e Recidiva

Para determinar o melhor ponto de corte de positividade de expressao
proteica por IHQ, utilizaram-se estimativa de sensibilidade e especificidade nos
pontos de cortes previamente estabelecidos de 0%, 25%, 50%, 75% e 100%
por Curvas de ROC (Receiver Operator Characteristic Curve) 214215,

Algumas amostras apresentaram expressdao génica normatizada de
valor zero considerando-se até cinco casas decimais, 0 que correspondeu a
auséncia absoluta de expressao. Estas amostras tiveram reacdes de rt-PCR
repetidas, confirmando-se os resultados iniciais. Por tratar-se de auséncia
absoluta de expressdo génica, tornou-se impossivel proceder ao calculo

logaritmico, dado que log 0 = menos infinito, para estas amostras. Desta forma,
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a categorizacdo da expressao génica em varidvel quantitativa levaria a
exclusdo de varias amostras, diminuindo ainda mais o tamanho amostral, além
de excluirem-se pacientes com expressao génica ausente, o que poderia
influenciar na interpretacdo das associacdes. Para evitar a exclusdo destas
amostras nas analises, optou-se por transformar a expressao génica em
variavel categodrica ao determinar o melhor ponto de corte de positividade da
expressao génica normatizada com o uso de estimativas de sensibilidade e
especificidade por Curvas de ROC (Receiver Operator Characteristic
Curve)?14:215,

Baseado nos pontos de corte estabelecidos obtidos através das Curvas
de ROC, foi feito um teste de concordancia (correlacdo) entre a expressao
génica e a expressdo proteica (relacionados ao RT-gPCR e IHQ,
respectivamente). O Coeficiente de Youden permite avaliar a performance dos
testes diagnosticos. Coeficiente de Youden com valor zero corresponde a
mesma proporcdo de testes positivos no grupo controle e no grupo com
doenca; Coeficiente de Youden com valor de 1 corresponde a auséncia de
Falsos Positivos e Falsos Negativos. O Coeficiente de Youden, porém, ignora a
associacao entre a sensibilidade e a especificidade do teste, podendo levar a
achados erroneos 2. O Coeficiente de Kappa é mais frequentemente utilizado
e permite avaliar o desempenho dos testes diagndsticos com maior

acuracia?’?18, A classificacéo subjetiva por Kappa encontra-se na Tabela 5.

Tabela 5 - Classificagdo Subjetiva por Kappa

Valor Interpretagdo da Associacéo
<0,00 pobre (poor)

0,01 <valor < 0,20 ligeira (slight)

0,21 <valor < 0,40 fraca (fair)

0,41 < valor < 0,60 moderada (moderate)

0,61 < valor < 0,80 substancial (substantial)

0,81 < valor < 1,00 guase perfeita (almost perfect)

1,00 perfeita (perfect)




5 RESULTADOS

5.1 Casuistica

Entre 01 de janeiro de 1995 e 31 de dezembro de 2016, 51 pacientes
tiveram registro de “linfoma com acometimento em SNC” conforme
demonstrado na Figura 4. Dois pacientes ndo tinham blocos teciduais
disponiveis. Ap0Os a revisao histopatologica, catorze pacientes 14/49 (28,5%)
foram excluidos por ndo apresentarem diagnéstico compativel com LPSNC
LNHDGCB CD20+. Trinta e cinco (68,2%) do total de pacientes foram incluidos

no estudo.

51 pacientes com diagndstico de Linfoma com “acometimento em SNC”

2 pacientes excluidos- sem bloco tumoral
histopatoldgico disponivel

49 pacientes com diagndstico de Linfoma “com acometimento em SNC" e bloco
tumoral histopatoldgico disponivel

:I; 14 pacientes excluidos- revisio tumoral

histopatologica com diagndstico diferente de
LPSNC LNHDGCB

35 pacientes inclufdos

Figura 4 - Fluxograma da excluséo

A data de censura de coleta dos dados foi 01 de dezembro de 2017 com
mediana de tempo de seguimento de 41 meses (1,1- 171,8). O tempo de
seguimento foi calculado entre a data de diagndstico e a data de Obito (em
meses) ou a Ultima data de seguimento (conforme registro em prontuario
meédico).

A mediana de idade ao diagndstico foi de 62 anos (26,2-83,9). Vinte e
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seis (74,2%) pacientes evoluiram a 6bito até a data da censura. A causa mortis

nao se encontrava disponivel nos prontudrios, portanto ndo pode ser coletada.
A mediana de tempo de seguimento entre os pacientes vivos foi de 69,4

meses (16,1- 171,8 meses) e dos pacientes que evoluiram a ébito foi de 26,6

meses (1,1- 92,4 meses), conforme demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6 - Tempos de seguimento

Status em 01/12/2017

Variavel Geral (%/n) ) .
Vivo (%/n) Obito (%/n)
Numero Total de Pacientes
% (n) 100 (35) 25,71 (9) 74,2 (26)
Tempo de Seguimento
(meses)

média (dp) 43,8 (39,18) 77,5(50,11) 32,2(27,10)
1°g;mediana;3°q 7,7:41,0:66,3 38,1:69,4:111,3 6,2:26,6:53,7
min ; max 1,1:171,8 16,1:171,8 1,1:92/4

Intervalo de Tempo entre Diagnostico
e Obito (meses)

média (dp) - - 32,2 (27,10)
1°g;mediana;3°q - - 6,2:26,6:53,7
min ; max - - 1,1:92,4

Intervalo de Tempo entre Diagnostico
e Ultima Consulta (meses)

média (dp) - 77,5(50,11) -
1°g;mediana;3°q - 38,1:69,4:111,3 -
min ; max - 16,1:171,8 -

5.2 Caracteristicas clinico-laboratoriais ao diagnoéstico

A mediana de idade ao diagndstico foi de 62 anos (26,2 a 83,9 anos). A
maioria dos pacientes era do sexo feminino (57,1%), apresentava
acometimento de regides profundas de SNC (77,1%), citologia oncoética
negativa no LCR (91,4%) e PS inicial 0,1 ou 2 na primeira consulta no Servi¢co
de Hematologia (57,2%). Com relagdo ao IPI modificado, 20% apresentavam
IPI baixo (0+1), 48,6% apresentavam IPl intermediario (2+3) e 31,4%
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apresentavam alto risco (4+5). As caracteristicas clinicas dos pacientes

encontram-se na Tabela 7.

As caracteristicas clinico-laboratoriais por paciente encontram-se no

Anexo A.

Tabela 7 - Caracteristicas clinico-laboratoriais dos pacientes selecionados

(continua)

Variavel

Geral (%/n)

Numero total de pacientes

Idade ao Diagndéstico (anos)
média (dp)
1°g;mediana;3°q
min ; max
<60 anos
>60 anos

Sexo

masculino
feminino

Acometimento de Regides Profundas

nao
sim
Citologia LCR
citologia negativa
citologia positiva
desconhecido
Presenca de HIC ao Diagndstico
nao
sim
P.S. Inicial

A WO N O

100% (35)

60,1 (15,22)
49,8:62,0:72,9

26,2 : 83,9
45,7% (16)
54,3% (19)

42,9% (15)
57,1% (20)

22,9% (8)
77,1% (27)

91,4% (32)
5,7% (2)
2,9% (1)

71,4% (25)
28,6% (10)

8,6% (3)
25,7% (9)
22,9% (8)
37,1% (13)

5,7% (2)
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Tabela 7 - Caracteristicas clinico-laboratoriais dos pacientes selecionados
(concluséo)

Variavel Geral (%/n)
Numero total de pacientes

100% (35)
RISCO IPI Modificado para LPSNC

Baixo (0+1) 20% (7)
intermediario (2+3) 48,6% (17)
alto (4+5) 31,4% (11)

5.3 Tratamentos oncolégicos e resposta clinica

Com relacdo as linhas de tratamento oncoldgico com intuito curativo,
observou-se que (Figura 5):

e 94,3% receberam pelo menos uma linha de tratamento (33/35);

e 28,6% receberam uma segunda linha de tratamento (10/35);

e 14,3% receberam uma terceira linha de tratamento (5/35);

e 5,7% receberam uma quarta linha de tratamento (2/35) e

e 2,9% receberam uma quinta linha de tratamento oncologico (1/35).

A maioria dos pacientes (51,4%;18/35) apresentou PD em algum
momento da sua histéria clinica, porém apenas 28,6% submeteram-se a nova
linha de tratamento. As caracteristicas da primeira e da segunda linha de
tratamento oncologico encontram-se nas Secdes 5.3.1 e 5.3.2. A maioria dos
pacientes (61%;21/35) recebeu radioterapia, em especial como consolidacao
(76%;16/21) ou terapia Unica (24%;5/21). Nenhum paciente foi submetido a
TMO.



CASOS

CONFIRMADOS

DE LPSNC

TTO1

35(100%) pac

Sim

Niao

33 (94.3%) pac

2 (5,7%) pac

60

NPD 1

15 (42.8%) pac

PD1
18 (51.4%) pac

Sim Niao
TTO2 10 (28,6%) pac 8 (22.8%) pac

8 (22,8%) pac

Sim Niao
TTO3 5 (14,3%) pac 3 ( 8,6%) pac

NPD 3
0 (0.0%) pac

5 (14,3%) pac

TTO 4 2 (5,7%) pac 3 ( 8,6%) pac

NPD 4
0 (0.0%) pac

PD4
2 (5,7%) pac

AN

Sim Nao
TTOS 1 (2,9%) pac 1 (2.9%) pac

NPD 5
1(2.9%) pac

PDS
0 (0,0%) pac

Legenda: Pac= Paciente/ / TTO 1= Primeira Linha de Tratamento/ TTO 2= Segunda Linha de
Tratamento/ TTO 3= Terceira Linha de Tratamento/ TTO 4 =Quarta Linha de Tratamento/ TTO
5= Quinta Linha de Tratamento PD 1= Primeira Progressédo de Doenca/ PD 2= Segunda
Progressédo de Doencga/ PD 3= Terceira Progresséo de Doenca/ PD 4= Quarta Progresséo de
Doenca/ PD 5= Quinta Progressao de Doenca / NPD 1= Auséncia de Progressdo de Doenca
apos a Primeira Linha de Tratamento/ NPD 2= Auséncia de Progressdo de Doenca apds a
Segunda Linha de Tratamento/ NPD 3= Auséncia de Progressao de Doenca ap0s a Terceira
Linha de Tratamento/ NPD 4= Auséncia de Progressao de Doenca ap6s a Quarta Linha de
Tratamento/ NPD 5= Auséncia de Progressdo de Doenga apds a Quinta Linha de Tratamento

Figura 5 - Numero de linhas de tratamento oncologico
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5.3.1 Primeira Linha de Tratamento Oncoldgico com Intuito Curativo

Quase todos os pacientes foram submetidos a primeira linha de
tratamento oncoldgico (94,3%;33/35), sendo a quimioterapia baseada em HD-
MTX a opcao terapéutica mais utilizada (84%;28/33), seguida de radioterapia
isolada (16%;5/33), com mediana de duracéo de tratamento de 4 meses e taxa
de resposta global (TRG) de 72,8%. Dois pacientes ndao foram submetidos a
nenhuma linha de tratamento, pois ndo tinham condic¢des clinicas. Assim, para
estes foi realizado tratamento paliativo. Nenhum paciente recebeu tratamento
oncolégico com anti-CD20 (rituximab) em primeira linha, pois nao estava
disponibilizado no Sistema Unico de Satde (SUS).

A maioria dos pacientes obteve RC (45,5%;15/33) a terapia de primeira
linha, 27,3% (9/33) obtiveram RP e 27,3% (9/33) apresentaram PD. A taxa de
refratariedade foi de 27,3% (9/33) (Tabela 8 e Gréfico 1). Apesar da alta taxa
de resposta, a maioria dos pacientes apresentou PD em algum momento apds
a primeira linha de tratamento (54,5%;18/33). O Anexo B apresenta

informacdes sobre a primeira linha de tratamento oncoldgico.

Tabela 8 - Taxas de resposta global, parcial, completa e refratariedade a
primeira linha de tratamento oncolégico

Variavel Numero de pacientes Taxa
Taxa de Resposta Completa 15/33 45,5%
Taxa de Resposta Parcial 9/33 27,3%
Taxa de Resposta Global * 24/33 72,8%
Taxa de Refratariedade 2 9/33 27,3%
Taxa de Recaida apés RC 3/15 20%

@ corresponde a soma da RP + RC;
@ corresponde a fracdo de pacientes submetidos ao tratamento que apresentaram PD ou DE
durante ou ao término do tratamento;
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Gréfico 1 - Taxas de Resposta a Primeira Linha de Tratamento Oncologico

5.3.2 Segunda Linha de Tratamento Oncolégico com Intuito Curativo

Dos 18 pacientes que apresentaram PD, a maioria (55,55%;10/18) foi
submetida a uma segunda linha de tratamento, com mediana de duragédo de
tratamento de dois meses. Aos pacientes sem condicdes clinicas de tratamento
curativo, foi oferecido tratamento paliativo. Apesar da alta taxa de resposta
apos término do tratamento (60%;6/10), a maioria dos pacientes evoluiu com
PD em algum momento (80%;8/10), conforme Tabela 9.

Tabela 9 - Taxas de resposta global, parcial, completa e refratariedade a
segunda linha de tratamento oncoldgico

Variavel Numero de pacientes Taxa

Taxa de Resposta Completa 2/10 20,00%
Taxa de Resposta Parcial 4/10 40,00%
Taxa de Resposta Global 6/10 60,00%

Taxa de Refratariedade 4/10 40,00%
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5.4 Expresséao Proteica

Os resultados obtidos para a pesquisa de expressao proteica por IHQ
estédo disponibilizados na Tabela 10. A célula de origem (COO) foi classificada
de acordo com os critérios de Hans 0. Apenas 34% (12/35) dos casos
puderam ser caracterizados, sendo 75% (9/12) classificados como ndo-GCB.
Anti-CD3 foi realizado em 91,4% (32/35) dos casos, sendo a maioria (87,5%)
positivo em linfocitos reacionais infiltrativos. A pesquisa de Ki67 foi realizada
em 82,9% (29/35) dos casos e todos apresentaram indice de positividade >
70%. N&o foi possivel realizar reacfes de IHQ adicionais devido a escassez do

material.

Tabela 10 - Descricdo das revisdes das reacdes de imuno-histoquimica
disponiveis

Variavel Geral (%/n)

NUmero Total de Pacientes

100% (35)

anti-CD20
negativo 0% (0)
positivo 100% (35)
anti-CD3
negativo 80% (28)
positivo 11,4% (4)
nao avaliado 8,6% (3)
anti-BCL6
negativo 22,9% (8)
positivo 17,1% (6)
nao avaliado 60% (21)
anti-MUM1
negativo 8,6% (3)
positivo 25,7% (9)
nao avaliado 65,7% (23)
COO Subtipo
GCB 11,4% (4)
ndo -GCB 31,4% (11)

nao avaliado 57,1% (20)
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Os resultados disponiveis encontram-se na Tabela 11.

A pesquisa da proteina MYC foi realizada em 94,3% (33/35) dos
pacientes, dos quais a maioria apresentou valor > 50% (21/33;63,6%). BCL2 foi
pesquisado em 91.4% (32/35), com resultado > 50% na maioria dos casos
(27/32;84,5%). A proteina LMO2 foi pesquisada em 91,4% (32/35), em cuja
maioria resultou ndo reativa (13/32;40,6%). A proteina MGMT foi realizada em
88,6% (31/35), sendo negativo em todos 0s casos. A expressao proteica de
POUZ2F1 foi realizada em 94,3% (33/35), com resultado > 75% na maiotia dos
casos (30/33;93,9%). A proteina PDCD1 foi pesquisada em 94,3%(33/35),
sendo a maioria n&o reativa (30/33;90,9%).

Tabela 11 - Resultados das reacdes de imuno-histoquimica das proteinas de
interesse

Variavel Geral (%/n)
NUmero Total de Pacientes

100% (35)

anti-MYC
0%-50% 34,2% (12)
51%-100% 60% (21)
nao disponivel 5,8% (2)
anti-BCL2
0%-50% 14,2% (5)
51%-100% 80% (28)
nao disponivel 5,8% (2)
anti-LMO2
0%-25% 40% (14)
26%-100% 51,4% (18)
nao disponivel 8,6% (3)
anti-MGMT
negativo 88,6% (31)
positivo 0,0%
nao disponivel 11,4% (4)
anti-POU2F1
negativo 0,0%
positivo 94,2% (33)
nao disponivel 5,8% (2)
anti-PDCD1
negativo 85,7% (30)
positivo 8,6% (3)

nao disponivel 5,7% (2)
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5.5 Expresséo Génica

A expresséo absoluta génica dos genes MYC, BCL2, LMO2, MGMT,
POU2F1, PDCD1 e BCL6 foi avaliavel em, respectivamente, 60%, 60%, 60%,
60%, 65,7%, 60% e 65,7% dos casos (Tabela 12). Os resultados da expressao
normatizada dos genes de interesse por paciente encontram-se no Anexo C.
Foram realizados testes comparativos para todas as variaveis entre a amostra
total (n=35) e a subamostra contendo apenas pacientes com expressao génica

avalidvel. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas

entre a amostra total e a subamostra (Anexo D).

Tabela 12 - Amplificacdo normatizada dos genes de interesse

(continua)

Variavel

Geral (%/n)

NUmero Total de Pacientes

GENE MYC
numero de amostras amplificadas
meédia (dp)
1°qg;mediana;3°q
min ; max
<0,201041 (n)
>0,201041 (n)
TOTAL (n)
GENE BCL2

namero de amostras amplificadas

média (dp)
1°g;mediana;3°q
min ; max
<0,3516 (n)
>0,3516 (n)
TOTAL (n)

100% (35)

21
0,201 (0,1778 )
0,015 : 0,201 : 0,322
0,000 : 0,641
47,6% (10)
52,4% (11)
100% (21)

21

0,906 (1,2381 )
0,110: 0,564 : 1,192
0,000 : 5,566
38,0% (8)
62,0% (13)
100% (21)
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Tabela 12 - Amplificacdo normatizada dos genes de interesse

(continuacéo)

Variavel

Geral (%/n)

NUmero Total de Pacientes

GENE LMO2
numero de amostras amplificadas
média (dp)
1°g;mediana;3°q
min ; max
<0,689232 (n)
>0,689232 (n)
TOTAL (n)

GENE MGMT
numero de amostras amplificadas
média (dp)
1°g;mediana;3°q
min ; max
<0,335666 (n)
>0,335666 (n)
TOTAL (n)

GENE POU2F1

numero de amostras amplificadas
média (dp)
1°g;mediana;3°q
min ; max
<1,44819 (n)
21,44819 (n)
TOTAL (n)

100% (35)

21
3,877 (5,0025)
0,296 : 1,636 : 6,850
0,000 : 17,506
33,3% (7)
66,7% (14)
100% (21)

21
0,760 (2,2315)
0,000 : 0,000 : 0,277
0,000 : 10,072
76,2% (16)
23,8% (5)
100% (21)

23
1,748 (2,0030)
0,000 : 1,448 : 2,828
0,000 : 6,301
47,8% (11)
52,2% (12)
100% (23)



Tabela 12 - Amplificacdo normatizada dos genes de interesse

(concluséao)

Variavel

Geral (%/n)

NUmero Total de Pacientes

GENE PDCD1
numero de amostras amplificadas
média (dp)
1°g;mediana;3°q
min ; max
<2,00938 (n)
>2,00938 (n)
TOTAL (n)

GENE BCL6

numero de amostras amplificadas
média (dp)
1°g;mediana;3°q
min ; max
<2,73477 (n)
>2,73477 (n)
TOTAL (n)

100% (35)

21
1,324 (2,4693 )
0,000 : 0,000 : 1,870
0,000 : 9,215
76,2% (16)
23,8% (5)
100% (21)

23
2,899 (2,6369)
0,648 : 2,716 : 3,787
0,000 : 9,091
47,8% (11)
52,2% (12)
100% (23)

5.6 Construcéo de Curvas de ROC (receiver operator characteristic curve,

em inglés)

5.6.1 Curvas de ROC para expressao proteica

Os resultados de IHQ para as proteinas de interesse foram quantificadas
em quartis. Curvas de ROC puderam ser construidas para as proteinas MYC,
BCL2 e LMO2 em relagdo a SG e a SLP. Para as demais proteinas, néo foi
possivel construir curvas de ROC devido ao excesso de auséncia de expressao
(MGMT e PD1) ou excesso de positividade (OCT1). Apés revisdo da literatura
para estas proteinas, optou-se por determinar como ponto de corte a auséncia

ou a presenca de expressao. Os pontos de corte selecionados foram aqueles
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com maior RV+ e menor RV-, podendo-se entdo transformar os resultados das
IHQ em varidveis categéricas dicotbmicas (menor ou maior / igual ao ponto de
corte). A Tabela 13 - apresenta os pontos de corte da IHQ utilizados com base
na construcdo das Curvas de ROC, conforme descrito na Secéo 4.9. As Curvas
de ROC para as proteinas MYC, BCL2 e LMO2 encontram-se,

respectivamente, nos Anexos E, F e G.

Tabela 13 - Revisao bibliografica dos pontos de corte da reacéo de imuno-
histoquimica das proteinas de interesse e pontos de corte
selecionados neste estudo

Proteina de 1 Ponto de corte
: Ponto de corte : )
interesse selecionado

MYC 50% 21° 50%

BCL2 409 219; 509 220 50%

LMO2 30% 164 25%

MGMT 5.100 29.175.221 Positivo versus

Negativo 4

POU2F1 Positivo versus Negativo 3222 Positivo _verius

Negativo
PDCD1 <1%; 1-10%; 11-25%; 26-50%; 51-75%, Positivo versus
>76%2%3 Negativo 45

(@) de acordo com os artigos descritos; @ de acordo com a metodologia da curva de ROC; @ presenca ou
auséncia de imunofixacdo nas células tumorais; “ >0 versus <0; ® analisado na membrana celular e
citoplasma

5.6.2 Curvas de ROC para expressao génica normatizada

Conforme descrito na Secao 4.9, utilizaram-se as curvas de ROC para
selecionar pontos de corte da expressdo génica normatizada a fim de
transformar esta variavel numérica em categorica dicotdmica. Desta forma, os
pacientes com auséncia absoluta de expressao génica puderam ser incluidos
nas analises, pois nao existe logaritmo de zero em qualquer base. Curvas de
ROC foram construidas para todos os genes normatizados para os desfechos

de SG e SLP, sendo selecionados os pontos de corte com maior RV+ e menor
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RV (Tabela 14). As curvas de ROC para a expressao génica normatizada dos
genes MYC, MGMT, PDCD1, BCL2, LMO2, POU2F1 e BCL6 encontram-se
nos Anexos H, I, J, K, L, M e N.

Tabela 14 - Pontos de corte da expressédo normatizada dos genes de interesse

Variavel Ponto de Corte Metodologia
MYC 20,201041 vs <0,201041 Curva de ROC
BCL2 20,3516 vs <0,3516 Curva de ROC
LMO2 20,689232 vs <0,689232 Curva de ROC
MGMT 20,335666 vs <0,335666 Curva de ROC
POU2F1 21,44819 vs <1,44819 Curva de ROC
PDCD1 22,00938 vs <2,00938 Curva de ROC
BCL6 22 73477 vs <2,73477 Curva de ROC

5.7 Curvas de Sobrevida

Conforme descrito na Tabela 6, a mediana de acompanhamento de toda
a coorte foi de 41 meses (minimo de 1,1 e maximo de 171,8 meses). A
mediana do intervalo de tempo entre o diagnéstico e o 6bito foi de 26,6 meses
(minimo de 1,1 e maximo de 92,4 meses). Até a data da censura, 26/35
pacientes tinham evoluido a 6bito. As constru¢des das curvas de SG, SLP e

SLD pelo método de Kaplan-Meier encontram-se no Anexo O.

5.7.1 Sobrevida Global

A SG mediana foi de 42,6 meses (IC95% 26,6-58,6 meses). A
probabilidade de SG em 24 meses foi 65,5%; a probabilidade de SG em 48
meses foi de 43,8% e a probabilidade de SG em 60 meses foi de 40,4%
(Gréfico 2).
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Grafico 2 - Curva de Sobrevida Global nos pacientes com LPSNC
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5.7.2 Sobrevida Livre de Doencga (12linha de tratamento)

A SLD mediana foi de 59,2 meses (IC95% 31,9- 86,6 meses). A curva
de Kaplan-Meier (Gréfico 3).
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num.de
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Grafico 3 - Curva de Sobrevida livre de doenca nos pacientes com LPSNC



72

5.7.3 Sobrevida Livre de Progresséo (12 linha de tratamento)

A SLP mediana foi de 41 meses (IC95% 19,7-62,4 meses). A
probabilidade de SLP em 24 meses foi de 63,6%, a probabilidade de SLP em
48 meses foi de 37,1% e a probabilidade de SLP em 60 meses foi de 25,9%
(Grafico 4).
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Grafico 4 - Curva de Sobrevida livre de progressao nos pacientes com LPSNC
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5.8 Fatores de Progndstico para SG, SG 2 anos, SLD e SLP

5.8.1 Analise Univariada para SG e SG em 24 meses

Até a Ultima data de coleta de dados (01/12/2017), 74,3% (26/35)
evoluiram a 6bito e 25,7% (9/35) estavam vivos. Nove pacientes evoluiram a
Obito em até 1 ano apos o diagnostico e 12 pacientes evoluiram a Obito em até
2 anos apos o diagnaostico.

Com relacdo a Sobrevida Global, as variaveis idade >60 anos, IPI
modificado 22, P.S. 23, auséncia de tratamento com radioterapia, expressao
génica de MYC = 0,201041, BCL2 =251%, refratariedade a primeira linha de
tratamento e progressdo de doenca apdés a primeira linha de tratamento
estiveram associadas a pior prognéstico, com diferenca estatisticamente
significante (p <0,1). Os valores de HR, 1IC95% e valor P (log-rank) encontram-
se na Tabela 15.

Com relagdo a SG em 2 anos, a P.S. 23, auséncia de tratamento com
radioterapia, expressdao génica de MYC = 0,201041, LMO2 <25%,
refratariedade a primeira linha de tratamento e progressao de doenca apés a
primeira linha de tratamento estiveram associadas a pior prognostico, com
diferenca estatisticamente significante (p <0,1). Os valores de HR, IC95% e

valor P (log-rank) encontram-se na Tabela 16.



Tabela 15 - Andlise univariada de Cox para SG
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Variaveis

HR (IC 95%)

valor p**

Idade (> 60 anos vss< 60 anos)

IPI modificado (2+3+4+5 vs 0+1)

P.S. (3+4 vs 0+1+2)

Radioterapia (Nao vs Sim)

COO (n&do-GCB vs GCB)

anti-CD3 (Negativo vs Positivo)
anti-MYC (51-100% vs 0-50%)
anti-BCL2 (51-100% vs 0-50%)
anti-LMO2 (0-25% vs 26-100%)
anti-MGMT (1-100% vs 0%)#
anti-PDCD1 (1-100% vs 0%)
anti-POU2F1 (1-100% vs 0%)*

gene MYC (20,201041 vs <0,201041)
gene BCL2 (20,3516 vs <0,3516)
gene LMO2 (<0,689232 vs 20,689232)
gene MGMT (=0,335666 vs <0,335666)
gene POU2F1 (<1,44819 vs 21,44819)
gene PDCD1 (<2,00938 vs =2,00938)
gene BCL6 (<2,73477 vs 22,73477)
Refratariedade (Sim vs N&o)

PD apo6s 1 linha tratamento (Sim vs N&o)

2,466 (1,091;5,573)
3,564 (1,055;12,036)
7,005 (2,671;18,37)
3,413 (1,516;7,683)
1,877 (0,397;8,882)
4,464 (0,6;33,229)
1,186 (0,502;2,802)
3,559 (0,833;15,196)
1,67 (0,736;3,793)

0,516 (0,12:2,215)

6,117 (1,617;23,149)
1,934 (0,652;5,739)
2,099 (0,747;5,895)
1,793 (0,546;5,894)
1,179 (0,453;3,067)
1,539 (0,34;6,965)
0,952 (0,356;2,543)

28,272 (5,823;137,272)

3,248 (1,33;7,932)

0,025
0,029
<0,001
0,002
0,417
0,109
0,696
0,067
0,215

0,364

0,003
0,227
0,151
0,331
0,735
0,573
0,922
<0,001
0,006

# Nao pode ser calculado, pois todos os pacientes tinham anti-MGMT 0%

* Nao pode ser calculado, pois todos os pacientes tinham anti-POU2F1 100%

** em vermelho: valores com diferenca estatisticamente significante valor p<0,05/ em negrito:
valores com diferenga estatisticamente significante 0,10= valor p>0,05

*** Since coefficients did not converge, no further models will be fitted.
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Tabela 16 - Analise univariada de Cox para SG em 2 anos

Variaveis HR (IC 95%) valor p**
Idade (> 60 anos vs< 60 anos) 2,025 (0,609;6,742) 0,239
IPI modificado (2+3+4+5 vs 0+1) 3,388 (0,437;26,273) 0,214
P.S. (3+4 vs 0+1+2) 5,851 (1,568;21,83) 0,003
Radioterapia (Nao vs Sim) 2,874 (0,908;9,095) 0,060
COO (n30-GCB vs GCB) 0,973 (0,196;4,832) 0,973
anti-CD3 (Negativo vs Positivo) 1,616 (0,207;12,636) 0,643
anti-MYC (51-100% vs 0-50%) 0,473 (0,152;1,478) 0,187
anti-BCL2 (51-100% vs 0-50%) 2,087 (0,269;16,182) 0,470
anti-LMO2 (0-25% vs 26-100%) 8,131 (1,737,38,068) 0,002
anti-MGMT (1-100% vs 0%)#

anti-PDCD1 (1-100% vs 0%) 0,877 (0,113;6,803) 0,900

anti-POU2F1 (1-100% vs 0%)*
gene MYC (20,201041 vs <0,201041) 3,597 (0,723;17,888) 0,095

gene BCL2 (20,3516 vs <0,3516 ) 2,187 (0,44;10,863) 0,326
gene LMO2 (<0,689232 vs 20,689232) 2,173 (0,542;8,704) 0,261
gene MGMT (20,335666 vs <0,335666 ) 2,958 (0,689;12,704) 0,127
gene POU2F1 (<1,44819 vs 21,44819) 1,528 (0,41;5,7) 0,523
gene PDCD1 (<2,00938 vs =2,00938) 2,354 (0,289;19,145) 0,409
gene BCL6 (<2,73477 vs 22,73477 ) 1,294 (0,347;4,821) 0,699
Refratariedade (Sim vs N&o) 20,955 (4,349;100,967) <0,001

PD apo6s 1 linha tratamento (Sim vs Nao) 4,053 (0,859;19,116) 0,055

# N&o pode ser calculado, pois todos os pacientes tinham anti-MGMT 0%

* Nao pode ser calculado, pois todos os pacientes tinham anti-POU2F1 100%

** em vermelho: valores com diferenca estatisticamente significante valor p<0,05/ em negrito:
valores com diferenca estatisticamente significante 0,10= valor p>0,05

*** Since coefficients did not converge, no further models will be fitted.
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5.8.2 Analise Univariada para SLD

Até a ultima data de coleta de dados (01/12/2017), a maioria dos
pacientes recebeu algum tipo de primeira linha de tratamento oncologico (94%;
33/35), com taxa de resposta completa de 45,5% (15/33) e de recaida apos
resposta completa de 20% (2/15). Com relacdo a SLD, a idade >60 anos, IPI
modificado 22, P.S. =3, auséncia de tratamento com radioterapia estiveram
associados a pior prognostico, com diferenca estatisticamente significante (p

<0,1). Os valores de HR, IC95% e valor P (log-rank) encontram-se na Tabela

17.

Tabela 17 - Analise univariada de Cox para SLD

(continua)
Variaveis HR (IC 95%) valor p**
Idade (> 60 anos vs< 60 anos) 3,333 (0,773;14,376) 0,088
IPI modificado (2+3+4+5 vs 0+1) 0,177 (0,021,1,489) 0,076
P.S. (3+4 vs 0+1+2) 10,272 (1,807;58,393) 0,002
Radioterapia (Nao vs Sim) 4,126 (0,966;17,623) 0,039
COO (n&o-GCB vs GCB) * NA
anti-CD3 (Negativo vs Positivo) 0,894 (0,105;7,573) 0,918
anti-MYC (51-100% vs 0-50%) 1,392 (0,279;6,935) 0,687
anti-BCL2 (51-100% vs 0-50%) ok NA
anti-LMO2 (0-25% vs 26-100%) ok NA
anti-MGMT (1-100% vs 0%)#
anti-PDCD1 (1-100% vs 0%) ok NA
anti-POU2F1 (1-100% vs 0%)*
gene MYC (20,201041 vs <0,201041) 2,924 (0,26;32,934) 0,364
gene BCL2 (20,3516 vs <0,3516 ) 1,423 (0,126;16,043) 0,774
gene LMO2 (<0,689232 vs =0,689232) 0,237 (0,021;2,674) 0,207
gene MGMT (=0,335666 vs <0,335666 ) il NA
gene POU2F1 (<1,44819 vs 21,44819) 1,732 (0,235;12,783) 0,586
gene PDCD1 (<2,00938 vs 22,00938) il NA
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Tabela 17 - Analise univariada de Cox para SLD (concluszo)

Variaveis HR (IC 95%) valor p**
gene BCL6 (<2,73477 vs 22,73477 ) 4,472 (0,279;71,807) 0,247
Refratariedade (Sim vs N&o) NA

PD apés 1 linha tratamento (Sim vs Nao) 2,697 (0,489;14,86) 0,236

# Nao pode ser calculado, pois todos os pacientes tinham anti-MGMT 0%

* N&o pode ser calculado, pois todos os pacientes tinham anti-POU2F1 100%

** em vermelho: valores com diferenga estatisticamente significante valor p<0,05/ em negrito:
valores com diferenga estatisticamente significante 0,102 valor p>0,05

*** Since coefficients did not converge, no further models will be fitted.

5.8.3 Analise Univariada para SLP

Até a ultima data de coleta de dados (01/12/2017), a maioria dos
pacientes recebeu algum tipo de primeira linha de tratamento oncoldgico (94%;
33/35), com taxa de resposta global de 72,7% (24/33), porém a maioria dos
pacientes apresentou PD em algum momento apés RP ou RC (75%; 18/24).

Com relacdo a SLP, idade >60 anos, IPl modificado 22, P.S. 23,
auséncia de tratamento com radioterapia, expressdao génica de MYC =2
0,201041, BCL2 =51%, expressdao génica de LMO2 <0,689232, expressao
génica de MGMT 20,335666, refratariedade a primeira linha de tratamento e
progressdo de doenca apOs a primeira linha de tratamento estiveram
associados a pior progndstico, com diferenca estatisticamente significante (p
<0,1). Os valores de HR, IC95% e valor P (log-rank) encontram-se na Tabela
18.



Tabela 18 - Analise univariada de Cox para SLP
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Variaveis HR (IC 95%) valor p**
Idade (> 60 anos vs < 60 anos) 2,857 (1,239;6,589) 0,010
IPI modificado (2+3+4+5 vs 0+1) 4,151 (1,193;14,446) 0,001
P.S. (3+4 vs 0+1+2) 3,951 (1,651;9,454) 0,001
Radioterapia (Nao vs Sim) 2,281 (1,027;5,067) 0,037
COO (ndo-GCB vs GCB) 3,225 (0,391;26,588) 0,248
anti-CD3 (Negativo vs Positivo) 4,386 (0,588;32,746) 0,115
anti-MYC (51-100% vs 0-50%) 1,519 (0,6;3,85) 0,374
anti-BCL2 (51-100% vs 0-50%) 3,376 (0,784;14,534) 0,083
anti-LMO2 (0-25% vs 26-100%) 1,677 (0,715;3,935) 0,229
anti-MGMT (1-100% vs 0%)#

anti-PDCD1 (1-100% vs 0%) 0,838 (0,196;3,583) 0,811
anti-POU2F1 (1-100% vs 0%)*

gene MYC (20,201041 vs <0,201041) 3,96 (1,192;13,147) 0,016
gene BCL2 (20,3516 vs <0,3516 ) 1,98 (0,651;6,021) 0,221
gene LMO2 (<0,689232 vs 20,689232) 2,718 (0,87;8,493) 0,073
gene MGMT (=0,335666 vs <0,335666) 3,749 (0,879;15,993) 0,056
gene POU2F1 (<1,44819 vs 21,44819) 0,909 (0,334;2,477) 0,852
gene PDCD1 (<2,00938 vs 22,00938) 1,762 (0,389;7,979) 0,456
gene BCL6 (<2,73477 vs 22,73477) 0,815 (0,301;2,211) 0,687
Refratariedade (Sim vs Nao) 75,672 (8,96;638,734) <0,001
PD apo6s 1 linha tratamento (Sim vs N&o) 5,425 (2,094;14,053) <0,001

#N&o pode ser calculado, pois todos os pacientes tinham anti-MGMT 0%
*N&o pode ser calculado, pois todos os pacientes tinham anti-POU2F1 100%

** em vermelho: valores com diferenga estatisticamente significante valor p<0,05/ em negrito: valores com

diferenca estatisticamente significante 0,10= valor p>0,05
*** Since coefficients did not converge, no further models will be fitted.
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5.8.4 Testes de Log-Rank: graficos por varidveis analisadas
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a) Teste de Log-Rank para SG
HR (IC95%)= 3,564 (1,055; 12,036)

b) Teste de Log-Rank para SLD
HR (IC95%)= 0,177 (0,21; 1,489)

c) Teste de Log-Rank para SLP
HR (IC95%)=4,151 (1,193; 14,446)

Grafico 6 - Teste de Log-rank — Variavel: IPI modificado (2+3+4+5 vs 0+1)
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HR (IC95%)= 3,951 (1,651; 9,454)

Grafico 7 - Teste de Log-rank — Variavel: Performance Status (3+4 vs 0+1+2)
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Gréfico 8 - Teste de Log-rank — Variavel: Radioterapia (N&o realizada vs

Realizada)
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Gréfico 9 - Teste de Log-rank — Variavel: Anti-BCL2 (51-100% vs 0-50%)
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Gréfico 10 - Teste de Log-rank — Variavel: anti-LMO2 (0-25% vs =226%)
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a) Teste de Log-Rank para SG
HR (IC95%)= 6,117 (1,617, 23,149)

b) Teste de Log-Rank para SG 24 meses
HR (IC95%)= 3,597 (0,723; 17,888)

c) Teste de Log-Rank para SLP
HR (IC95%)= 3,96 (1,192; 13,147)

Gréfico 11 - Teste de Log-rank — Variavel: Gene MYC (20,201041 vs

<0,201041)
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Grafico 13 - Teste de Log-rank — Variavel: Gene MGMT (20,335666 vs

<0,335666)

85



86

5.9 Fatores de Prognéstico para Mortalidade até a data de censura e
Mortalidade em 2 anos ap0s o diagndéstico

5.9.1 Andlise Univariada

Andlises univariadas para Mortalidade Global e Mortalidade em 2 anos
foram realizadas para as variaveis estudadas, conforme demonstrado na
Tabela 19.

Com relacdo a Mortalidade Global, Idade >60 anos IPI modificado =2,
PS =3, auséncia de tratamento radioterapico, CD3 negativo, expressao génica
de MYC 20,201041,BCL2 >51%, expressao génica de PD1 =2,00938, PD apds
a 12 linha de tratamento estiveram associados com aumento de risco de 0Obito
durante o seguimento em analise univariada (p <0,1).

Com relacdo a Mortalidade em até 2 anos apds o diagndstico, auséncia
de tratamento radioterapico, LMO2 <25% e refratariedade a primeira linha de
tratamento (p=0,001) estiveram associados com maior risco de 6bito (risco de

morte em até 2 anos apos diagnostico) em analise univariada (p <0,1).



Tabela 19 - Andlise univariada para Mortalidade Global e Mortalidade em 2 Anos
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Obito em até 24 meses apds o

L Obito global e
Variaveis diagndstico
OR (IC 95%) valor p OR (IC 95%) valor p

Idade (> 60 anos vs< 60 anos) 6,61 (1,13-38,70) 0,027 2,18 (0,51-9,33) 0,295
IP1 modificado (2+3+4+5 vs 0+1) 6,13 (1,03-36,45) 0,036 3,88 (0,41-36,79) 0,219
P.S. (3+4 vs 0+1+2) 9,33 (1,02-85,70) 0,028 8,5 (1,71-42,28) 0,006
Radioterapia (Nao vs Sim) 8,00 (0,87-73,40) 0,043 2,74 (0,62-12,08) 0,182
COO (ndo-GCB vs GCB) 4,50 (0,37-54,16) 0,234 1,20 (0,12-11,87) 0,880
anti-CD3 (Negativo vs Positivo) 13,80 (1,18-161,72) 0,015 1,67 (0,15-18,22) 0,678
anti-MYC (51-100% vs 0-50%) 2,13 (0,42-10,75) 0,364 2,50 (0,57-10,93) 0,225
anti-BCL2 (51-100% vs 0-50%) 9,00 (1,13-71,96) 0,023 2,25 (0,47-10,78) 0,312
anti-LMO2 (0-25% vs 26-100%) 1,05 (0,19-5,69) 0,958 14,4 (2,31-89,94) 0,002
anti-MGMT (Positivo x Negativo) NA NA NA

anti-PDCD1 (Positivo x Negativo) 0,25 (0,01-4,60) 0,328 NA

anti-POU2F1 (Positivo x Negativo) NA NA NA

gene MYC (20,201041 vs <0,201041) 10,00 (0,91-110,29) 0,043 4,80 (0,68-33,80) 0,112
gene BCL2 (20,3516 vs <0,3516 ) 2,00 (0,29-13,74) 0,488 2,57 (0,37-17,83) 0,344
gene LMO2 (=0,689232 vs <0,689232) NA 0,046 0,30 (0,05-1,99) 0,215
gene MGMT (20,335666 vs <0,335666) 1,82 (0,16-20,71) 0,635 3,3(0,41-26,37) 0,259
gene POU2F1 (=1,44819 vs <1,44819) 1,13 (0,17-7,24) 0,903 0,60 (0,11-3,25) 0,561
gene PDCD1 (=2,00938 vs <2,00938) 0,15 (0,02-1,70) 0,082 0,32 (0,03-3,56) 0,352
gene BCL6 (22,73477 vs <2,73477) 0,44 (0,06-3,11) 0,419 0,60 (0,11-3,25) 0,561
Refratariedade (Sim vs Nao) NA 0,034 88,00 (6,99-1108,27) 0,001
PD apos 1 linha tratamento (Sim vs Nao) 19,43 (2,03-185,73) 0,003 5,20 (0,9-30,08) 0,057
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5.10 Fatores de Progndstico para Risco de Recaida e Refratariedade na

primeira linha de tratamento

5.10.1 Andalise Univariada

Em analise univariada, Idade > 60 anos foi associado a maior risco de
refratariedade a primeira linha de tratamento oncolégico com diferenca
estatisticamente significante (p <0,1). Idade >60 anos, IPI 22, CD3 negativo,
expressdo génica de MYC =20,201041, expressdo génica de PD1 =2,00938
estiveram associados a maior risco de recaida ap6s a primeira linha de
tratamento com diferenga estatisticamente significante (p <0,1), conforme

demonstrado na Tabela 20.



Tabela 20 - Andlise univariada para Refratariedade e Recaida

Refratariedade

Variaveis

OR (IC 95%) valor p OR (IC 95%) valor p
Idade (>60 anos vs < 60 anos) 9 (0,76-106,01) 0,067 12,44 (1,31-117,93) 0,012
IPI modificado (2+3+4+5 vs 0+1) 6,75 (0,53-86,56) 0,127 7,33 (1,17-46,05) 0,024
P.S. (3+4 vs 0+1+2) NA 0,031 NA NA
Radioterapia (N&o vs Sim) NA 0,031 5,5 (0,59-51,52) 0,112
COO (ndo-GCB vs GCB) NA NA 2(0,11-34,82) 0,644
anti-CD3 (Negativo vs Positivo) 4 (0,27-58,56) 0,309 12,62 (1,97-148,13) 0,021
anti-MYC (51-100% vs 0-50%) 1,17 (0,13-10,22) 0,893 4 (0,69-23,23) 0,115
anti-BCL2 (51-100% vs 0-50%) NA 0,008 5,75 (0,62-54,43) 0,102
anti-LMO2 (0-25% vs 26-100%) 1(0,07-14,64) 1 1,67 (0,28-10,09) 0,583
anti-MGMT (1-100% vs 0%) NA NA
anti-PDCD1 (1-100% vs 0%) NA NA
anti-POU2F1 (1-100% vs 0%) NA NA
gene MYC (=0,201041 vs <0,201041) 4,5 (0,25-80,57) -0,322 7,2 (0,62-83,35) 0,098
gene BCL2 (20,3516 vs <0,3516 ) 4,5 (0,25-80,57) 0,322 1,2 (0,15-9,77) 0,868
gene LMO2 (20,689232 vs <0,689232) NA 0,024 NA 0,085
gene MGMT (=0,335666 vs <0,335666) NA 0,371 1,09 (0,09-13,78) 0,948
gene POU2F1 (21,44819 vs <1,44819) 3(0,19-47,96) 0,453 0,86 (0,11-6,62) 0,885
gene PDCD1 (22,00938 vs <2,00938) NA 0,264 0,11 (0,01-1,15) 0,052
gene BCL6 (22,73477 vs <2,73477) 0,20 (0,01-3,66) 0,285 0,86 (0,11-6,62) 0,885
Refratariedade (Sim vs Nao) NA 0,403 NA 0,127
PD apos 1 linha tratamento (Sim vs N&o) 4 (0,34-47,11) 0,267 NA 0,001
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5.11 Correlagcéo entre expressao génica e expressao proteica

As Tabelas 21, 22 e 23 apresentaram as correlacdes entre as
expressodes génicas (RT-qPCR normatizadas de MYC, BCL2 e LMO2) e suas
proteinas correspondentes (anti-MYC, anti-BCL2 e anti-LMOZ2). Teste de
concordancia para BCL6 ndo pode ser realizado, pois ndo foram realizadas
reacoes de IHQ prospectivamente neste estudo. Os outros genes/proteinas de
interesse (PD1, MGMT e OCT1) ndo puderam ser calculados devido a
auséncia ou ao excesso de expressao génica ou proteica.

Houve correlacdo moderada entre a expressdao génica de MYC
(<0,201041 vs =20,201041) e sua respectiva proteina (0/1/2 vs 3/4), com
coeficiente de Kappa=0,596 e valor p=0,022. O mesmo ocorreu entre a
expressao génica de BCL2 (<0,3516 vs =0,3516) e sua respectiva proteina
(0/1/2 vs 3/4), com coeficiente de Kappa=0,426 e valor p=0,042.

O Anexo P demonstra as médias e medianas de expressao génica

normatizada em cada quartil de IHC da proteina correspondente.

Tabela 21 - Correlacao entre IHQ proteina MYC e expressao génica MYC

expressédo génica
MYC <0.201041 | 20.201041 total %(n)
g O 0%-50% 35 % (7) 10 % (2) 45 % (9)
< E 51%-100% 10 % (2) 45 % (9) 55 % (11)
g total %(n)| 45% (9) | 55 % (11) 100 % (20)
Porcentagem de concordancia 80,0% Acuracia Geral
Porcentagem de discordancia 20,0%
Coeficiente de Kappa classificacao**
valor 0,596 moderada
teste hipétese |HO: igual a zero p =0,022 rejeita HO
sensibilidade 0,778
especificidade 0,818
valor preditivo positivo 0,778
valor preditivo negativo 0,818
Coef de Youden 0,596
Eficiéncia 0,798

* considerando expresséo génica como teste gold (ouro)
** classificacdo da concordéancia obtida pelo coeficiente de Kappa
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Tabela 22 - Correlacéo entre IHQ proteina BCL2 e expressao génica BCL2

expressao génica
BCL2 <0.3516 | 20.3516 total %(n)
g ~ 0%-50% 14,3% (3)| 0% (0) 14,3 % (3)
<3 51%-100% | 23,8 % (5) | 61,9 % (13) 85,7 % (18)
g - total %(n)| 38,1 % (8) | 61,9 % (13) 100 % (21)
Porcentagem de concordancia 76,2% Acuracia Geral
Porcentagem de discordancia 23,8%
Coeficiente de Kappa classificacao**
valor 0,426 moderada
teste hipétese |HO: igual a zero p =0,042 rejeita HO
sensibilidade 0,375
especificidade 1,000
valor preditivo positivo 1,000
valor preditivo negativo 0,722
Coef de Youden 0,375
Eficiéncia 0,688

* considerando expressdo génica como teste gold (ouro)
** classificacdo da concordancia obtida pelo coeficiente de Kappa

Tabela 23 - Correlacao entre IHQ proteina LMO2 e expressdo génica LMO2

expressao génica

LMO2

<2.57603 | 22.57603 total %(n)
g ~ 0%-25% 33,3% (7) | 14,3 % (3) 47,6 % (10)
< g 26%-100% 23,8 % (5) | 28,6 % (6) 52,4 % (11)
g — total %(n) | 57,1 % (12) | 42,9 % (9) 100 % (21)
Porcentagem de concordancia 61,9% Acuracia Geral
Porcentagem de discordancia 38,1%
Coeficiente de Kappa classificacao**
Valor 0,243 Fraca
teste hipdtese | HO: igual a zero p = 0,387 aceita HO
sensibilidade 0,583
especificidade 0,667
valor preditivo positivo 0,700
valor preditivo negativo 0,545
Coef de Youden 0,250
Eficiéncia 0,625

* considerando expressdo génica como teste gold (ouro)

** classificacdo da concordéancia obtida pelo coeficiente de Kappa



6 DISCUSSAO

Este estudo foi desenhado como uma coorte unicéntrica retrospectiva.
Apesar das limitagbes deste tipo de estudo, na literatura se encontram
disponiveis principalmente estudos de coorte unicéntricos, retrospectivos com
amostras populacionais pequenas em LPSNC (menores que 50) 24131224225
namero de pacientes obtido foi levado em consideracdo no plano de analises
estatisticas, sendo planejadas apenas estatistica descritiva e analises
univariadas. Andlises multivariadas, regressdes logisticas e de Cox sédo
geralmente utilizadas para identificacdo de fatores de risco e biomarcadores,
porém apresentam resultados menos tangiveis e confiaveis quando o nimero
de observacdes € pequeno e multiplos fatores confundidores precisam ser
ajustados. Portanto, ndo elas ndo foram realizadas 2?5, Estudos com amostras
pequenas podem limitar as analises estatisticas, principalmente quando
multiplas variaveis sdo analisadas e comparadas, apresentando maiores
margem de erro, intervalos de confianga, resultados falso positivos, podendo
hiperestimar a magnitude da associagdo, com menor precisdo dos resultados
e conclusGes que precisam ser interpretadas com cautela 2?6, O tamanho do
efeito esperado também tem impacto no célculo do tamanho amostral, por
exemplo. Estudos que analisam biomarcadores com baixo OR ou HR
esperados precisam de amostras maiores para que o efeito real possa ser
diferenciado de uma variacéo aleatéria 2%’.

Em nosso estudo, a maioria dos pacientes era do sexo feminino (57,1%)
e a mediana de idade ao diagnéstico foi de 62 anos, similar a literatura. Houve
predominio do sexo feminino, com mediana de idade entre 65 e 67 anos em
aproximadamente 51% dos pacientes 19228,

Dez pacientes tiveram diagnéstico de LPSNC com 70 anos ou mais,
representando 29% dos casos. O acometimento de populacéo idosa tem sido
verificado no LPSNC. Segundo dados do Central Brain Tumor Registry of the
United States and SEER, foi evidenciado um aumento de incidéncia de LPSNC
acima de 70 anos entre 1973 e 2013 (de 0,2 para 2,1/100.000 pessoas) “6.

Apesar de idade ndo ser o melhor biomarcador para tolerabilidade ao
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tratamento ou preditor de toxicidade, pacientes acima de 70 anos apresentam
mais frequentemente reducdo de suas funcdes fisiologicas, que impactam na
farmacocinética e farmacodindmica dos farmacos utilizados no tratamento
oncoldgico, 0 que colabora para o aumento do risco de toxicidade e morbi-
mortalidade 2?°. Como discutido posteriormente, o tratamento oncolégico na
populacdo estudada foi individualizado, e a idade dos pacientes foi um dos
determinantes na escolha terapéutica, a fim de minimizar a toxicidade e
proporcionar melhor qualidade de vida.

Varios fatores clinicos sdo considerados na decisdo do tratamento
oncoldgico, incluindo o performance status. Neste estudo, apesar de a maioria
(22/35; 65,7%) dos pacientes apresentar inicialmente PS =22, quase a totalidade
(33/35; 94,2%) foi submetida a alguma linha de tratamento oncolégico. Dados
semelhantes foram demonstrados num estudo retrospectivo com 378
pacientes, em que 58% dos pacientes apresentavam PS 22 e 98% foram
submetidos a algum tipo de tratamento oncolégico 23°. Performance status esta
associado a sobrevida global em pacientes com LDGCB e LPSNC, assim como
em outros tumores. Geralmente um PS avancado esta associado a doenca em
estadio mais avancado, com pior prognoéstico e menor tolerabilidade ao
tratamento oncolégico, limitando opgdes terapéuticas. Ainda que contribuisse
para o0 incremento de suas toxicidades, conforme demonstrado, nao foi
impeditivo de tratamento oncoldgico na presente coorte.

Conforme previamente exposto, a maioria dos pacientes apresentava
idade >60 anos e PS=2. Estes foram os primeiros fatores de mau prognosticos
identificados em pacientes com LPSNC, corroborado por diversos estudos
independentemente da escolha terapéutica 9239232, Em nosso estudo, idade
>60 anos foi associada a piores SG, SLD, SLP e refratariedade ao tratamento e
P.S. 23 foram associados a piores SG, SG 2 anos, SLD e SLP (valor p <0,1),
alinhados com dados da literatura. Tais dados demonstram a necessidade de
novas opcdes terapéuticas para esta populagdo para que causem menor
morbi-mortalidade.

Apesar de puncao lombar ser contraindicada em pacientes com LPSNC
em até 42% dos pacientes 233, nesta coorte foi realizada em quase a totalidade

dos pacientes (97%). No entanto, a maioria (91%) apresentou citologia oncética
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negativa, similar a dados da literatura. Dados publicados evidenciam
citopatologia oncética positiva em apenas 13% dos casos (quando associado a
citometria de fluxo) 234235, A pesquisa de células neoplasicas como citologia é
um método de baixa sensibilidade e com alta taxa de resultados falso
negativos, mesmo em pacientes com evidéncia de extensa infiltracdo
meningea, o que poderia justificar os resultados encontrados 239236, Apesar
disso, ha relatos de diagnostico de LPSNC pela associacdo de citologia
oncotica e citometria de fluxo, demonstrando que tal procedimento possui valor
clinico e prognéstico e foi factivel nesta populagédo 234,

A localizacdo topografica do LPSNC no SNC tem importante papel
prognéstico, além de ter impacto na realizacdo do procedimento de biopsia
esterotaxica. Diferentemente do estudo conduzido por Ferreri et al., no qual
apenas 36% dos pacientes apresentavam acometimento de regides profundas
em SNC (regibes periventriculares, ganglios da base, corpo caloso, tronco
cerebral e cerebelo), neste estudo a maioria (77%) apresentava acometimento
de regiGes profundas do SNC evidenciado por exames de imagem 230,

Considerando os fatores prognésticos ja descritos, como idade, PS e
acometimento de regides profundas, a maioria dos pacientes apresentava risco
IPI modificado de risco intermediario e alto (80%), o que demonstra a alta
prevaléncia de fatores de mau prognostico na populacdo estudada. E descrito
que pacientes com I[Pl modificado de risco intermediario e alto estédo
associados a pior prognostico, com SG em 2 anos entre 48%-57% e 17%-24%,
respectivamente, independentemente do tratamento utilizado, similares aos
encontrados no presente estudo 230, Em nosso estudo, em andlise univariada, o
IPI modificado =2 foi associado a pior SG, SLD, SLP e maior recaida (p<0,1).
Desta forma, confirma-se tratar de um fator de progndstico adverso na nossa
populacdo, corroborando dados de Ferreri et al. e Cady et al. ¢8%°, A andlise de
IPI modificado € de facil execucdo, o que permite a identificacdo precoce de
pacientes com mau progndstico, que muitas vezes necessitam de
acompanhamento médico mais frequente e tratamentos mais agressivos.
Portanto, deve ser realizado assim que possivel nos pacientes com LPSNC.

O tipo de acesso e o fluxo de sistema publico de saude também pode ter

impacto progndstico, ao retardar o diagnostico e na escolha teratéutica. Neste
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estudo, os pacientes eram referenciados de servicos primarios e secundarios
de saude por suspeita de tumores em SNC ao Servi¢co de Neurocirurgia do HC-
FMUSP para realizacdo de procedimentos diagnosticos e terapéuticos. Apos
suspeita de linfoma em SNC, os pacientes eram entdo encaminhados ao
Servico de Hematologia do HC-FMUSP para acompanhamento e tratamento.
Portanto, a data de confirmagéo diagndstica na nossa populacdo dependia de
variaveis como demora para obtencdo de acesso aos servicos de saude e a
inespecificidade dos sintomas clinicos iniciais do LPSNC, o que comumente
pode levar a demora diagnostica. Diagndsticos tardios podem levar a
deterioracdo clinica dos pacientes, o que interfere na escolha do tratamento e
tolerancia ao mesmo e causa impacto no prognéstico, na SG e nas taxas de
resposta, conforme demonstrado num estudo brasileiro com pacientes com
LDGCB sistémico tratados no HC-FMUSP 2%7. Além disso, a infiltracdo do
linfoma no SNC por longo periodo pode levar a dano tecidual, o que dificulta o
diagnéstico e piora piorar o PS (com menor tolerabilidade ao tratamento),
levando a perda de autonomia, a danos neurolégicos com sintomas debilitantes
muitas vezes irreversiveis apesar da obtencdo de RC e ao tratamento, com alta
morbidade da patologia 2%8. No presente estudo, ndo foi possivel calcular o
intervalo entre o inicio de sintomas e o procedimento diagnéstico realizado. No
entanto, conforme discutido posteriormente, as taxas de SG observadas neste
estudo foram semelhantes as dos principais estudos realizados em paises
desenvolvidos 222368, |sso sugere que este intervalo pode ter sido semelhante.
E provavel que a maioria dos pacientes em todo o mundo tenha alguma
demora diagnéstica devido aos diagndésticos diferenciais nesta populacao.
Considerando os dados obtidos e alinhados com boas praticas clinicas,
pode-se observar individualizagdo na escolha terapéutica baseada nas
condig¢des clinicas dos pacientes. Alinhada com literatura médica, a maioria dos
pacientes foi submetida a quimioterapia baseada em HD-MTX (63,6%).
Monoquimioterapia ou WBRT isolada foram indicadas principalmente para
pacientes isosos, com mediana etaria de 69 anos devido a maior tolerabilidade
e menor toxicidade aguda, apesar de proporcionarem taxas de resposta
inferiores e menos duradouras °/98239, A taxa de resposta global encontrada

apo6s a primeira linha de tratamento foi de 72,8%, semelhante a dados
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publicados por Ferreri et al. (RG 69%) em pacientes tratados com HD-MTX 2%,
Estes dados confirmam a qualidade de tratamento oferecido no complexo HC-
FMUSP, similar a dados apresentados internacionalmente.

WBRT foi prescrita como consolidacdo de tratamento ou tratamento
isolado. A maioria dos pacientes (9/12; 75%) recebeu radioterapia como regime
de consolidagdo apos inducao, por apresentarem melhores condi¢des clinicas
satisfatorias e bom PS. Radioterapia isolada foi prescrita principalmente para
pacientes sem condi¢des clinicas de tolerar tratamentos oncoldgicos com maior
toxicidade. Em nosso estudo, tratamento com radioterapia foi associado com
melhores SG, SLD, SLP (valor p <0,1). Como a analise multivariada nao foi
realizada, a interpretacdo de radioterapia como fator de bom progndéstico deve
ser considerada com cautela, principalmente porque a radioterapia isolada e a
radioterapia como regime de consolidacdo nao foram analisadas
separadamente como fator prognéstico, devido ao baixo nimero de pacientes.
No entanto, o potencial beneficio da radioterapia é discutido na literatura,
principalmente como tratamento isolado, por exemplo. Em um estudo
retrospectivo com 82 pacientes, a radioterapia isolada foi associada a melhor
SG quando comparada a tratamento suportivo em pacientes com LPSNC e PS
ruim, incluindo em pacientes idosos, podendo ser utilizada como terapia em
pacientes com condicdes clinicas limitrofes 24°. O beneficio da radioterapia
como regime de consolidacéo é questionavel, principalmente em face de novas
opcOes terapéuticas e risco de neurotoxicidade 2.

Apesar de um possivel ganho de SG com WBRT, € importante ressaltar
gue, de modo geral, os pacientes submetidos a radioterapia ndo apresentavam
dados/acompanhamento neuroldgico ou cognitivo progressivos registrados no
prontuario, de forma que a neurotoxicidade tardia ndo pbéde ser analisada neste
estudo. Isso é de extrema importancia na nossa coorte, por se tratar
majoritariamente de populacéo idosa e pelo fato de a maioria dos pacientes ter
sido submetida a tratamento radioterapico. Dessa forma, dados sobre opg¢des
terapéuticas e neurotoxicidade neste estudo necessitam ser interpretados com
cautela. Num estudo conduzido por Ferreri et al., WBRT foi associado a
declinio neuroldgico de funcdes executoras e de aprendizado em 50% dos

pacientes em até 2 anos %°.
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Apesar da alta taxa de resposta global aos tratamentos oncoldgicos e
radioterapicos descritos na literatura, existe uma alta taxa de recorréncia e
refratariedade (50% e 30%, respectivamente). A recaida e refratariedade apos
tratamento oncolégico estdo associadas a pior prognéstico 3. Em nosso
estudo, a taxa de refratariedade (27,30%) foi similar a literatura médica.
Refratariedade a primeira linha de tratamento e PD ap06s a primeira linha de
tratamento estiveram associados a pior prognostico, incluindo piores SG, SG 2
anos, SLP (valor p <0,1), conforme esperado.

Novos estudos clinicos e novas opc¢des terapéuticas tém surgido no
LPSNC. Em nosso estudo, nenhum paciente foi submetido a tratamento com
rituximabe ou TMO, o qual tem sido adicionado ao servico do HC-FMUSP em
2018, apods a data limite de selecéo dos pacientes.

Ressecédo neurocirirgica ndo foi recomendada como opcédo terapéutica
em nenhum dos pacientes desta coorte, por ndo fazer parte do arsenal
terapéutico e pelo fato de LPSNC ser uma patologia multifocal 241, Isso também
demonstra possivelmente o alto grau de suspeicdo de LPSNC em exames de
imagem, com indicagdo do procedimento cirdrgico correto.

O presente estudo confirmou a alta mortalidade do LPSNC, com SG
mediana de 42,6 meses (IC95% 26,6-58,6 meses), semelhante aos dados da
literatura, cuja SG mediana varia entre 20,6 meses (IC95% 12,4 a 33,4 meses)
e 60 meses em pacientes tratados com radioterapia isolada e HD-MTX,
respectivamente 198203231 As SG em 24 e 48 meses (655% e 43,8%,
respectivamente) também foram semelhantes aos dados da literatura médica,
na qual pacientes sdo submetidos a tratamento basedo em HD-MTX (52 +4% e
43,8%, respectivamente) 242243 53, Dados do SEER tém demonstrado ganho de
SG em 5 anos entre os periodos de 1992-1994 e 2004-2006 de 19,1% (IC95%:
14,8-23,8) e 30,1% (IC95%: 24,2-28,1%), respectivamente, devido as novas
opcoes terapéuticas disponiveis °. Contudo, tal ganho de sobrevidas ndo pode
ser analisado no presente estudo, pois os pacientes ndo foram separados por
periodo de inclusdo devido ao baixo tamanho amostral.

Com uma mediana de tempo de seguimento de 41 meses (1,1- 171,8),
foi evidenciada uma alta taxa de mortalidade (74%), semelhante a maioria dos

estudos disponiveis. Essa elevada mortalidade pode ser explicada pela
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associacdo de diversos fatores que, em conjunto, conferiram progndstico
adverso. Destacamos caracteristicas clinico-laboratoriais desfavoraveis, como
elevado IPI ao diagnéstico, idade ao diagnostico e PS inicial >2, entre outras.
Tais dados demonstram a necessidade de diagndstico mais precoce do
LPSNC, antes da deterioracdo clinica, tratamento individualizado e o uso de
novas opcoes terapéuticas, como target therapies.

Apesar de todos os pacientes terem sido acompanhados clinicamente
durante ou apos o tratamento oncologico, dados sobre a causa mortis ndo se
encontravam disponiveis. A maioria dos pacientes (21/26; 80,7%) apresentava
doenca em atividade documentada na ultima consulta médica, sugerindo que a
causa mortis poderia estar relacionada a progressao tumoral. Tais dados estao
alinhados com um grande estudo retrospectivo com 370 pacientes tratados
com quimioterapia e/ou radioterapia, em que a maioria (70,1%) evoluiu a 6bito
apos 24 meses de seguimento, sendo as principais causas de Obito
relacionadas ao linfoma (87%), a toxicidade do tratamento (8%), entre outros
fatores 2%,

Biomarcadores moleculares também foram selecionados e estudados,
objetivando melhor compreensdo da patogénese tumoral e identificacdo de
fatores prognosticos. No presente estudo, a expressdo génica foi estudada
utiizando o gRT-PCR, por ser considerado um método rapido, de alta
sensibilidade e especificidade para a quantificacdo de expressdo génica 244
Em nosso estudo, os guidelines MIQE (Minimum Information for Publication of
Quantitative Real-Time PCR Experiments) foram utilizados seguindo
padronizacdo internacional da técnica e dos descritores 2%, Foi observada
auséncia de amplificacdo génica entre 34,3% e 40% das amostras. Os estudos
foram realizados em amostras parafinadas, algumas delas bastante antigas.
Vérios fatores podem justificar a auséncia de amplificagdo, como a possivel
degradacédo do RNA, a condicdo de emblocamento das amostras em parafina
das amostras e a reduzida quantidade de tecido tumoral emblocado, pois, na
maioria das biopsias, havia escassa quantidade amostral. Dentre outros fatores
que podem ter interferido na qualidade do RNA extraido de amostras FFPE,
estdo a demora na fixacdo do material apds a realizagdo da bidpsia, levando a

degradacdo do RNA induzido por autélise e a fixagdo do tecido com formalina
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ndo tamponada, levando a degradacdo acida do RNA 245246 Tais fatores
podem ter ocorrido na nossa populacdo. Apesar disso, ndo foi evidenciada
diferenca estatisticamente significante das caracteristicas clinicas e
laboratoriais entre os pacientes da coorte analisada para expressao génica e
os que foram excluidos. Assim, afasta-se qualquer suspeicdo de sele¢do de
pacientes de melhor ou pior prognéstico do ponto de vista clinico e laboratorial,
ja que os pacientes avaliados sao representativos da amostra total.

A curva de amplificacdo das eficiéncias génicas confirmam a qualidade
das reacdes de RT-qPCR. O gene de referéncia GUSB foi selecionado como
gene de referéncia/controle endégeno para controle e verificacdo das possiveis
variacfes ou interferentes da reacdo de RT-qPCR e para analise da eficiéncia
e da quantidade de RNA total 245247, Neste estudo, os dados gquantitativos
obtidos no RT-gPCR foram transformados em variaveis qualitativas pelo
estabelecimento de pontos de corte obtidos em curvas de ROC. Isso foi
necessario para a inclusao de pacientes com auséncia absoluta de expressao
dos genes selecionados. Estas amostras apresentaram amplificacdo do gene
de referéncia e tiveram suas reagdes de RT-gPCR com expressao do gene de
interesse indetectavel. Estes resultados foram confirmados (resultado do Ct
como indeterminado). E importante ressaltar que estas amostras tiveram
reacdes com valor zero em até 5 digitos decimais, apesar de realizacdo da
reacao até o numero maximo de ciclos. O significado deste resultado é que tais
genes ndo eram expressos ou expressos em poucas células em baixo nivel de
maneira ndo detectavel. Portanto, ndo podem ser excluidas de analises
estatisticas e precisaram ser convertidas em variaveis categoricas 24,

A expressao génica de MYC 20,201041 foi associada a piores SG, SG2
anos, SLP, ébito global e risco de recaida apds tratamento (valor p <0,1),
sendo considerado um biomarcador de mau prognéstico, o que corrobora
dados da literatura médica. E sabido que hiperexpressdo de MYC esta
associada a iniciacdo, a progressao e a manutencao tumoral, além de diversas
neoplasias, como linfoma de Burkitt e Mieloma Multiplo, o que confere um pior
progndstico 148150,

Em nosso estudo, a maioria dos pacientes ficou acima dos pontos de

corte estabelecidos para imunoexpressao proteica (60%) de MYC, porém sem
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correlacéo prognostica. Tal dado corrobora dados de Rubenstein et al., em cujo
estudo prospectivo com 44 pacientes, a expressdo génica e proteica elevada
de MYC (positividade nuclear >50%) foi identificada em 54% dos pacientes,
porém sem correlacdo prognéstica 23. O papel da expressédo proteica de MYC
também foi avaliado num estudo com 14 pacientes, onde a sua hipexpressao
esteve associada a pior SG. No entanto, o ponto de corte utilizado foi de
apenas 20%, diferentemente daquele utilizado em nosso estudo e no estudo de
Rubenstein et al. 24°. Portanto, nosso estudo apresenta resultados alinhados
com a literatura médica, demonstrando o papel prognéstico de MYC no
LPSNC>.

O gene BCL2 regula a morte celular programada inclusive em linfocitos,
e, quando hiperexpressa, pode bloquear a apoptose. Esta associado a
resisténcia a quimioterapia e a radioterapia, conferindo mau
progndsticol®4220250.251 Em nosso estudo, a maioria dos pacientes ficou acima
dos pontos de corte estabelecidos para a expressao proteica de BCL2 (80%),
similar a dados da literatura 252253, Sua hiperexpresséo foi associada a piores
SG e SLP (valor p <0,1), corroborando dados da literatura 252-24,

Tais dados precisam ser considerados conjuntamente com o tratamento
recebido, pois nenhum paciente foi submetido a terapia com rituximabe. No
LDGCB sistémico, imunoexpresséo de BCL2 é considerado um biomarcador de
mau progndstico, principalmente em estudos conduzidos na era pré-
rituximabe®*2%5. Na era pés-rituximabe, o impacto progndéstico de hipexpressdo
de BCL2 parece ser reduzido. Num estudo com 399 pacientes, foi demonstrado
que a adicdo de rituximabe ao esquema CHOP foi capaz de evitar a falha a
quimioterapia em pacientes com hiperimunoexpressédo de BCL2 220, Expressao
génica de BCL2 20,3516 nédo foi associada a nenhum dos desfechos clinicos
estudados.

Em nosso estudo, o teste de correlagdo entre expressdo génica e
expressao proteica pode ser realizado apenas para MYC, BCL2 e LMO2. Nao
foi possivel estabelecer ponto de corte para correlagdo de outros genes
estudados devido ao excesso de expressdo génica indetectavel (MGMT e
PDCD1) ou excesso de hiperexpresséo (POU2F1) 256,

Observamos correlagdo moderada (kappa entre 0,41-0,60) entre
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expresséo génica e proteica de MYC, bem como de BCL2. Dados similares sao
encontrados na literatura médica, na qual a correlacédo entre expressdo génica
e proteica é de apenas 40% (classificada como moderada). Isso deve-se a
fatores como estabilidade proteica, taxa de transcricdo e translacdo, taxa de
degradacdo do mRNA, atividade do micRNA, regulacdo pos-transcripcional e
de modificacdo pos-translacional 2°’. De modo geral, o nivel de transcriptoma
nao é diretamente proporcional ao nivel de proteina, sendo insuficiente para
explicar a relacdo entre gendtipo e seu fenétipo ?*’. A meia vida de uma
proteina pode variar de minutos a dias, enquanto a taxa de degradacdo do
MRNA fica em torno de 2-7 horas em mamiferos. Outro fator a ser considerado
€ que, nos mamiferos, ha uma baixa taxa de transcricdo de mRNA, quando
comparado com a translacéo 28, E comum a falta de proporcionalidade entre a
expressao proteica e a expressao génica de proteinas que nao sdo controladas
pela expressdo génica, mas por sua ativagdo, como € o caso das proteinas
kinases cuja expressao génica é constante, mas sua ativacao varia ao longo do
tempo 2°°. Em estudos com células de cancer de mama, foi observada
hiperexpressao proteica de POU2F1 sem concomitante hiperexpressao génica
(mMRNA) possivelmente devido a alteracbes na metabolizacdo e na degradacéo
de POU2F1 250, Tais motivos podem explicar a auséncia de correlagcdo entre
expressao génica e proteica dos outros genes de interesse estudados e o fato
de ter sido encontrada apenas correlacdo moderada para MYC e BCL2.

O gene LMO2 e sua respectiva proteina possui papel crucial na
hematopoiese e vem sendo estudado em tumores hematoldgicos, incluindo
LPSNC “. Em nosso estudo, a maioria dos pacientes ficou acima dos pontos
de corte para imunoexpressao proteica (51,4%) de LMO2. Alguns estudos tém
demonstrado hiperexpressdo de LMO2 em LPSNC quando comparados a
LDGCB sistémico. Num estudo com 32 pacientes com LPSNC, apenas 37%
apresentavam imunoexpressdo de LMO?2, inferior ao nosso resultado 7°. No
entanto, o ponto de corte utilizado por Four et al. foi de 30%, superior ao ponto
de corte selecionado (25%) *°.

No nosso estudo, tanto a hiperexpressao proteica de LMO2 >25%
quanto a génica de LMO2 =20,689232 estiveram associadas a melhor

prognéstico (SG 2 anos e SLP, respectivamente, valor p <0,1). Tais dados
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estdo alinhados com dados da literatura médica, incluindo néo apenas tumores
hematoldgicos, mas outros como céncer de pancreas, pulmdo, entre
outros?61.262,

O gene MGMT e sua proteina sdo frequentemente estudados em
neoplasias devido ao seu impacto progndstico e preditor de resposta a agentes
alquilantes, usualmente utilizados no tratamento do LPSNC. Em nosso estudo,
a mediana de expressao génica do MGMT foi zero e nenhum paciente
apresentou expressao proteica. E sabido que a metilagdo da regido promotora
de MGMT leva a auséncia de expressdo génica e proteica, estando associada
a patogénese de varios tumores, como carcinoma colorretal, carcinoma de
pulméo, linfoma e glioblastoma 17°. Neste estudo, ndo foi realizada a andlise de
metilacdo da regido promotora, porém a auséncia de expressao proteica bem
como a baixa expressao génica poderiam ser secundarias a metilacdo da
regido promotora, com impacto prognéstico e talvez preditor de resposta a
tratamentos com regimes alquilantes.

A expressdo génica de MGMT 20,335666 foi associada a pior
prognostico (SLP, valor p=0,056). No entanto, tais dados precisariam ser
confirmados por analise multivariada conjuntamente com o tipo de tratamento
recebido pelos pacientes e sua expressao proteica. O gene MGMT codifica
uma proteina reparadora de DNA, gue esta associada na defesa celular contra
mutagénese e toxicidade celular induzida por agentes alquilantes. Seu
silenciamento genético esta associado a melhor prognéstico (SG) nos
pacientes que receberam quimioterapia com base em HD-MTX 29:176.252,

E sabido que o gene POU2F1 (OCT1) codifica uma proteina com efeitos
tumorigénicos '7°. Por esse motivo, as expressées génica e proteica de
POU2F1 (OCT1) foram analisadas, porém nao foram associadas a nenhum
dos desfechos clinicos estudados. O papel progndstico de tal gene é conflitante
entre diferentes estudos publicados. Em alguns estudos, a expressao proteica
de POU2F1 foi associada a maior agressividade tumoral e pior prognéstico em
tumores gastrico, de célon, de préstata, de pulméo, de mama, entre outros 32
Em outros estudos, a expressdo génica de POU2F1 néo foi considerada um
biomarcador prognéstico 260,

Células cancerigenas apresentam mecanismos de escape ao Sistema
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imune, os quais tém sido considerados alvos terapéuticos e pesquisados
também no LPSNC. A imunoexpressdo de PDCD1 e PDL1 tem sido estudada
como fator preditor de resposta e progndstico em diferentes tumores 263264, Em
nosso estudo, a mediana de expressao génica de PDCDL1 foi zero, e a maioria
dos pacientes (85%) nao apresentou imunoexpresséo proteica de PDCD1 nas
células tumorais. Tais dados séo discordantes da literatura. Num estudo com
32 pacientes com LPSNC, a imunoexpressdo de PDCD1 no TIL e PDL1 nas
células tumorais foi de 53% e de 37%, respectivamente. Num estudo com 20
pacientes, 60% apresentavam imunoexpressdo de PDCD1 no TIL
intratumoral?®,

No nosso estudo, a hipexpressao génica de PDCD1 =>2,00938 foi
associada a maior risco de recaida apds tratamento e mortalidade global (valor
p <0,1). No entanto, a expressao proteica de PDCD1 néo foi associada a
nenhum dos desfechos clinicos estudados, o que sugere nao se tratar de um
biomarcador progndstico na nossa populacdo. Num estudo retrospectivo com
76 pacientes conduzido por Cho et al., a expressao proteica de PDCD1 foi
associada a piores SG e SLP, o que evidencia papel do microambiente tumoral
no progndéstico destes pacientes 256, Entretanto, o tamanho amostral e o ponto
de corte para expressao proteica de PD1 foram diferentes (270 células/HPF)
entre 0 nosso estudo e o estudo conduzido por Cho et al.

O papel do microambiente tumoral e a presenca de TIL também foram
estudados na nossa coorte, pela analise das reacdes de IHQ anti-CD3
previamente disponiveis. O CD3 é um complexo de proteinas transmembrana
presente em linfocitos T, importante na ativacdo de linfocitos T citotoxicos e
células T helper. Em nosso estudo, a imunoexpressdo de CD3 foi pesquisada
retrospectivamente em 92,4% dos pacientes (32/35), resultando ausente na
maioria (28/32, 87,5%), conforme esperado no LPSNC subtipo LDCGB. A
auséncia de imunoexpressao de CD3 foi associada a maior risco de recaida
apos tratamento e maior mortalidade global (valor p <0,1). O complexo de
proteinas CD3 é considerado um marcador de linhagem de células T e atua
como um correceptor que se associa ao receptor de células T, com papel
fundamental na resposta imune adaptativa 26’. Esse complexo esta expresso

em infiltracdo perivascular reativa de células T (TIL), sendo caracterizado
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também por linfécitos reativos T isolados ou localizados entre parede vascular
e as células neoplasicas .

Tais dados estdo alinhados com a literatura, na qual a presenca de
infiltrado perivascular reativo de células T é considerado um biomarcador
histopatolégico de bom prognoéstico. Num estudo com 73 pacientes com
LPSNC, a presenca de infiltrado perivascular de linfocitos T foi associada a
melhor SG, independentemente do risco IPI modificado °6. Importante ressaltar
que Ponzoni et al realizou a analise qualitativa de TIL, e ndo quantitativa.

A expressao génica de BCL6 nao foi associada a nenhum dos desfechos
clinicos estudados, e sua expressédo proteica ndo pdde ser estudada devido a
falta de material histopatolégico. O BCL6 é um importante regulador do sistema
imune. Translocagbes cromossdmicas de BCL6 e de genes da cadeia de
imunoglobulina sdo frequentes no LPSNC, com a ativacdo constitutiva do
BCL6, levando a hiperexpressdo génica e proteica com consequente efeito
tumorigénico 148:252,268269 Apesar de a imunoexpressdo de BCL6 estar presente
em aproximadamente 55% do LPSNC 279, sua importancia prognéstica ainda é
tema de discussdo. Alguns estudos evidenciaram que a alta imunoexpressao
de BCL6 (positividade nuclear >60%) foi associada a piores prognésticos (SG,
SLP)%381 Entretanto, estudos retrospectivos evidenciaram que a

imunoexpressado de BCL6 estaria associada a melhor prognéstico (SG) 4.



7 CONCLUSOES

- Com relacdo a expressao génica normatizada temos que (em analise
univariada): MYC 20,201041 foi associada a pior prognadstico (piores
SG, SG em 2 anos e SLP; maior mortalidade global e risco de
recaida); BCL2 20,3516 n&o foi considerada fator progndstico; LMO2
>0,689232 foi associada a melhor prognéstico (melhor SLP); MGMT
>0,335666 foi associada a pior prognéstico (pior SLP); PDCD1
>2,00938 foi associada a pior prognostico (maior mortalidade global e
risco de recaida); POU2F1 21,44819 e BCL6 22,73477 n&o foram
consideradas fatores prognosticos;

- As caracteristicas clinico-laboratoriais e de prognostico desta coorte
foram similares aos da literatura médica disponivel. A mediana de
idade ao diagnostico foi de 62 anos, 77% apresentavam
acometimento de regides profundas de SNC ao diagndstico e 80%
apresentavam IPI modificado intermediario-alto. A SG mediana foi de
apenas 42,6 meses (IC95% 26,6-58,6 meses), SLP mediana, de 41
meses (IC95% 19,7-62,4 meses) e SLD mediana, de 59,2 meses
(IC95% 31,9-86,6 meses);

- Com relacdo a imunoexpressao proteica, temos que (em analise
univariada): MYC >50% n&o foi considerada fator progndstico; BCL2
>50% foi associada a pior progndstico (piores SG e SLP; maior
mortalidade global); LMO2 >25% foi associada a melhor desfecho
clinico (melhor SG em 2 anos e menor mortalidade em 2 anos);
expressdo de MGMT, POU2F1 e PDCD1 n&o foram considerados
fatores prognésticos e

- Houve correlagcdo moderada entre a imunoexpressao proteica e a

expressao génica de MYC, bem como de BCL2.



8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1- Criacéo de banco de dados de pacientes do Servico de Hematologia
da FMUSP;

2- Realizacdo de estudos retrospectivos multicéntricos em populacao
brasileira, com uma coorte maior e realizacdo de analises
multivariadas e

3- Validacéo dos resultados encontrados em estudos prospectivos com
LPSNC.



9 ANEXOS



ANEXO A - Caracteristicas clinico-laboratoriais por paciente
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P1L | 0 472 | O 588 |1139,7 | 1 | 1| O 1 0 0
P2 | O | 540 | 1 | 54,6 7,3 2 |41 1 0 1
P3 | 0 |755| 1 |81,0| 66,3 11110 0 0 0
P4 | 0 |679| 1 | 756 | 924 11110 1 0 0
P6 | 1 | 620 O 68,1 | 738 | 2 | 2 | 1 1 1 1
P7 11822 1 |84 2,4 2 4 1 1 0 1
P8 0 [499 | 1 |51,9 24,1 1 3 1 1 0 0
PO | O | 729 | 1 |79,3| 76,6 o|1]|0 1 0 0
P10| 1 |61,1| 1 |61,2 1,1 2 13 ]1 0 2 1
P11 | 1 |787| 1 |811| 285 11110 1 1 0
P13 | 1 [ 498 | 1 | 53,2 41,0 2 3 1 1 0 1
P14| 1 |769| 1 |80,0| 36,2 2 3|1 1 0 1
P15 1 |775| 1 | 78,1 6,7 2 3 1 1 0 1
P16 | 1 |646 | 1 | 682 | 426 11110 1 0 0
P17 | 1 |599 | 0 65,5 | 67,8 1121 1 0 1
P18 | 1 |766 | 1 |80,4 | 455 2 3|1 1 0 0
P19 | 1 493 | 1 |548 | 66,1 11010 0 0 0
P21 | 1 | 457 | 1 | 459 2,4 1121 1 0 0
P22 | 0 |423 | 1 |475 | 62,4 1121 1 0 1
P24 | 0 |59,7| 1 | 64,7 | 60,7 1|13 ]1 1 0 0
P25 | 1 |565| 1 | 608 | 51,4 0] 2|1 0 0 1
P26 | 1 | 280 | O 349|828 | 0|1 |0 0 0 0
P27 | 1 |531| 0 674 |171,8 | 0 | 1 | O 1 0 0
P28 | 0 |29,7| O 355|694 | 0| 0| O 0 0 0
P30 | 1 |66,9| 1 | 69,0 | 24,7 1|13 ]1 0 0 0
P31 | 0 |621] 1 |661| 48,0 2 2|1 1 0 0
P32 | 1 |662| 1 |676 | 17,2 1121 1 0 0
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P51 | O | 566 | 1 |57,2 7,7 1 3 1 1 0 0

a) 0= ndo, 1= sim; b) risco IPl modificado- Ferreri et al, 2003; c) PS inicial- Oken et al, 1982; d) 0= 0%, 1= entre 1% e 25%,
2= entre 26% e 50%, 3= entre 51% e 75%, 4= entre 76% e 100%, 5= N&o Avaliavel; e) 0= negativo, 1= positivo, 2= Nao

Avaliavel; f) conforme critério de Hans, 0= GCB, 1= Ndo-GCB, 2= Nao Avaliavel; g) média da expressao génica

normatizada para os genes de interesse; h) 0= Resposta Completa, 1= Resposta Parcial, 2= Progressao de Doenca, 3=
N&o Dispanivel; i) valores em branco correspondem a amostras ndo amplificadas
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a) 0= ndo, 1= sim; b) risco IPl modificado- Ferreri et al, 2003; c) PS inicial- Oken et al, 1982; d) 0= 0%, 1= entre 1% e 25%,
2= entre 26% e 50%, 3= entre 51% e 75%, 4= entre 76% e 100%, 5= Nao Avaliavel, e) 0= negativo, 1= positivo, 2= Ndo

Avaliavel; f) conforme critério de Hans, 0= GCB, 1= Ndo-GCB, 2= Nao Avaliavel; g) média da expressao génica

normatizada para os genes de interesse; h) 0= Resposta Completa, 1= Resposta Parcial, 2= Progressao de Doenca, 3=

N&o Disponivel; i) valores em branco correspondem a amostras ndo amplificadas
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Expresséo Normatizada dos Genes de Interesse
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P1 | 0,110 | 0,000 | 0,000 | 0,091 | 0,689 | 0,000 | 1,203
P2
P3 | 0,000 0,000 0,000 0,130 | 2,576 | 4,386 | 4,923
P4 | 0,000 0,336 0,000 | 0,645| 0,157 | 1,568 | 1,703
P6 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,197 | 7,140 | 0,000 | 3,297
P7 | 0,341 | 0,000 | 0,000 | 1,842 | 0,138 | 1,722 | 3,277
P8 | 0,235| 0,000 | 0,000 | 2,205 | 0,000 | 0,000 | 0,648
P9
P10 | 0,202 | 1,418 | 1,035 | 0,766 | 4,078 | 1,033 | 3,787
P11 | 0,235 | 0,000 | 9,215 | 0,352 | 10,973 | 0,000 | 8,337
P13 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 3,122 | 0,000
P14 | 0,304 | 0,000 | 0,000 | 0,081 | 1,636 | 6,141 | 2,716
P15 | 0,412 | 0,000 | 0,000 | 0,528 | 0,947 | 2,783 | 2,735
P16
P17 | 0,030 | 0,011 | 0,000 | 0,079 | 1,991 | 1,448 | 0,639
P18 | 0,371 | 0,000 | 0,000 | 1,472 | 0,451 | 0,000 | 1,113
P19 0,000 | 0,000
P21 0,000 | 0,000
P22 | 0,475| 0,000 | 1,730 | 5,566 | 17,506 | 1,683 | 7,376
P24
P25
P26 | 0,000 | 0,000 | 6,405 | 1,159 | 1,051 | 6,301 | 9,091
P27
P28
P30
P31
P32
P36
P37 | 0,070 | 0,218 | 0,000 | 0,324 | 0,065 | 4,481 | 1,640
P40 | 0,214 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,436 | 0,000 | 0,271
P41 | 0,641 | 0,070 | 4,159 | 0,652 | 7,785 | 0,000 | 5,446
P42 | 0,198 | 2,524 | 2,663 | 1,189 | 13,780 | 2,828 | 3,346
P43 | 0,201 | 10,072 | 2,009 | 0,564 | 6,560 | 2,134 | 3,427
P44 | 0,178 | 1,318 | 0,592 | 1,194 | 3,463 | 0,568 | 1,705
P51
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a) 0= ndo, 1= sim; b) risco IPl modificado- Ferreri et al, 2003; c) PS inicial- Oken et al, 1982; d) 0= 0%, 1= entre 1% e 25%,
2= entre 26% e 50%, 3= entre 51% e 75%, 4= entre 76% e 100%, 5= N&o Avaliavel; e) 0= negativo, 1= positivo, 2= Nao

Avaliavel; f) conforme critério de Hans, 0= GCB, 1= Ndo-GCB, 2= N&o Avaliavel; g) média da expressao génica

normatizada para os genes de interesse; h) 0= Resposta Completa, 1= Resposta Parcial, 2= Progressdo de Doenca, 3=
N&o Disponivel; i) valores em branco correspondem a amostras ndo amplificadas

#0 valor 0,000 corresponde a auséncia absoluta de expressao génica, portanto um valor a ser considerado.
##NA- corresponde a reagdes de RT-qPCR que foram consideradas como néo avaliaveis.



111

Caracteristicas clinico-laboratoriais por paciente

(continuacao)
Informacdes sobre Primeira Linha de Informacgdes sobre Segunda Linha
Tratamento de Tratamento
| Blx e | |=
2| S| S5 8 B 5|28 4 s
2| & 3|alEg| 88| el 8
5|5 E|I9 g4|¢8 3| 58 ¢
8|2 |8 €E| 58S 5| 58| §| &
“|E| 28| 2 |g° & g3¢ &
— S & € | B &
o <| g

P1 | 11473 1] 913 0| O 0] O
P2 | 1541 | 1| 2,03 0| O 0] O
P3 | 1756 | 1| 397 1| 1| 327 0
P4 | 1]679| 1| 5,00 1 1]210 0
P6 | 1]622| 1| 530 0| 1]602]1] 0
P7 | 1]1823| 1| 0,70 2] 1] 10 1
P8 | 1]500| 1| 4,00 2] 1] 12 1
P9 | 1]730| 0] 5,00 0] O 0| O
P10| 1]612| 1| 0,13 2| 1] 00 1
P11 | 1788 | 1| 550 1| 1178 0
P13 | 1]499| 1| 8,73 0| O 0] O
P14 | 1]770| 1| 3,20 0| O 0] O
P15| 1]776| 0| 1,00 2| 1] 50 1
P16 | 1]647| 1| 3,83 0| 1]379]1] 0
P17 | 11601 | 1| 597 0] O 0| O
P18 | 1]768| 1| 0,60 0| 1]424]1] 0
P19 | 1]/494| 1| 6,33 0] O 0| O
P21 | 1]458| 0| 0,73 2| 1] 0,0 1

P22 | 1] 423 111,00 1) 1]424 0 1 11469145 211 0,8

P24 | 1]598| 1| 5,80 1| 1490 0| 1| Oo|645|07| 2| 1] 22
1 1 1] 1 0
1 1 1/ 0 0
1 1 0| O 0
1 1 0| O 0
1 1 2] 1 1
1 1 0| O 0
1 1 21 1 1
1 1 0] O 0
1 0 11 0 0

a) 0= ndo, 1= sim; b) risco IPl modificado- Ferreri et al, 2003; c) PS inicial- Oken et al, 1982; d) 0= 0%, 1= entre 1% e 25%,
2= entre 26% e 50%, 3= entre 51% e 75%, 4= entre 76% e 100%, 5= N&o Avaliavel; e) 0= negativo, 1= positivo, 2= Nao
Avaliavel; f) conforme critério de Hans, 0= GCB, 1= Ndo-GCB, 2= N&o Avaliavel; g) média da expressao génica
normatizada para os genes de interesse; h) 0= Resposta Completa, 1= Resposta Parcial, 2= Progressdo de Doenca, 3=
N&o Disponivel; i) valores em branco correspondem a amostras ndo amplificadas
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Caracteristicas clinico-laboratoriais por paciente
(continuacao)

Informaces sobre Terceira Linha de | Informac¢des sobre Quarta Linha de
Tratamento Tratamento
P2 | |

P3 1]799]6,2 1| 6,9 \

P4 1]72,0]6,0 1130 mnm
P6

P7 | |

P8 mm
P9

P10
P11
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P21 \

P22

P24

|
P25 | 1] 0]/603181] 2] 1] 02]
|

pacientes

P1 \

P26
P27
P28
P30
P31
P32
P36
P37
P40
P41
P42
P43
P44

P51
a) 0= ndo, 1= sim; b) risco IPl modificado- Ferreri et al, 2003; c) PS inicial- Oken et al, 1982; d) 0= 0%, 1= entre 1% e 25%,
2= entre 26% e 50%, 3= entre 51% e 75%, 4= entre 76% e 100%, 5= N&o Avaliavel; e) 0= negativo, 1= positivo, 2= Nao
Avaliavel; f) conforme critério de Hans, 0= GCB, 1= Ndo-GCB, 2= N&o Avaliavel; g) média da expressao génica
normatizada para os genes de interesse; h) 0= Resposta Completa, 1= Resposta Parcial, 2= Progressdo de Doenca, 3=
N&o Disponivel; i) valores em branco correspondem a amostras ndo amplificadas




Caracteristicas clinico-laboratoriais por paciente

(concluséo)

pacientes

P1

P2
P3
P4
P6
P7
P8
P9
P10
P11
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P21
P22
P24
P25
P26
P27
P28
P30
P31
P32
P36
P37
P40
P41
P42
P43
P44
P51

Informacdes sobre
Quarta Linha de
Tratamento

Recebeu algum

tratamento
radioterapico? (a)

TMO? (a)

O|0O|0|0O|O|O|O|O|0O|0O|O|O|O|O|O|O|O|O|O(O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O

ROk |Oo|R|O|k|k|lOokR|OR|R|R|FR|O|FR|O|F|O|R|O|FR|O|R|FR|O|0O|R|O|R |k |k O]

o

113

a) 0= ndo, 1= sim; b) risco IPl modificado- Ferreri et al, 2003; c) PS inicial- Oken et al, 1982; d) 0= 0%, 1= entre 1% e 25%,
2= entre 26% e 50%, 3= entre 51% e 75%, 4= entre 76% e 100%, 5= Nao Avaliavel; e) 0= negativo, 1= positivo, 2= Ndo

Avaliavel; f) conforme critério de Hans, 0= GCB, 1= Ndo-GCB, 2= Nao Avaliavel; g) média da expressao génica

normatizada para os genes de interesse; h) 0= Resposta Completa, 1= Resposta Parcial, 2= Progressdo de Doenca, 3=

N&o Disponivel; i) valores em branco correspondem a amostras ndo amplificadas



ANEXO B - Informacgdes sobre a primeira linha de tratamento oncolégico
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NUmero Total de Pacientes

% (n) 100% (35)
Recebeu 1 linha de tratamento?
nao (n) 5,7% (2)
sim (n) 94,3% (33)
total (n) 100% (35)
IDADE (anos)
n 33
média (dp) 59,2 (14,91)
1°g;mediana;3°q 49,7:61,2:71,1
min ; max 26,3:82,3
MTX Altas Doses
nao (n) 15,2% (5)
sim (n) 84,8% (28)
total (n) 100% (33)
Duracado TTO1 (meses)
n 33
média (dp) 4,3 (2,83)
1°g;mediana;3°q 19:40:64
min ; max 0,1:110
Melhor Resposta Clinica Durante o Tratamento
RC (n) 45,5% (15)
RP (n) 27,3% (9)
PD (n) 27,3% (9)
total (n) 100% (33)
Apresentou PD em algum momento?
nao (n) 45,5% (15)
sim (n) 54,5% (18)
total (n) 100% (33)
Recaida Ap6s RC
nao (n) 80% (12)
sim (n) 20% (3)
total (n) 100% (15)
Refratariedade a Primeira Linha de
Tratamento
nao (n) 72,7% (24)
sim (n) 27,3% (9)
total (n) 100% (33)
Intervalo entre Final de Tratamento e PD (meses)
n 18
média (dp) 18,0 (20,53)
1°g;mediana;3°q 0,8:6,8:39,1
min ; max 0,0 : 60,2
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ANEXO C - Valores da expresséo normatizada dos genes MYC, BCL2, POU2F1, MGMT, LMO2 e PDCD1 por paciente

(continua)
Amostra MYC PDCD1 01/out MGMT BCL2 BCL6 LMO2
P1 0,1103834 0 0 0 0,09072 1,20327293 0,68923207
P2t NA NA NA NA NA NA NA
P31 0 0 4,385562 0 0,13021 4,92333543 2,57602771
P41 0 0 1,567702 0,335666 0,64488 1,70344228 0,15703952
P6* 0 0 0 0 0,19728 3,29719402 7,14032912
P7#t 0,3405111 0 1,72209 0 1,84167 3,27660241 0,13764646
P8#t 0,2351414 0 0 0 2,2052 0,64762351 0
P9t NA NA NA NA NA NA NA
P10#t 0,2017973 1,0351888 1,033221 1,417807 0,7658 3,787009 4,07845604
P11t 0,2351788 9,2146338 0 0 0,3516 8,3368464 10,9727002
P13t 0 0 3122,622 0 0 0 0
P14t 0,3040957 0 6,14149 0 0,08092 2,715904 1,6358415
P15#1 0,412259 0 2,783416 0 0,52765 2,73477377 0,94713051
P16*t NA NA NA NA NA NA NA
P17 0,0301969 1,448191 0,010951 0,07898 0,63889135 1,99124978
P18*t 0,371486 0 0 1,47173 1,11302554 0,45144126
P19t NA NA 0 NA NA 0 NA
P21#t NA NA 0 NA NA 0 NA
P22t 0,4745787 1,729677 1,682568 0 5,56582 7,37556864 17,5060425
P24+ NA NA NA NA NA NA NA
P25t NA NA NA NA NA NA NA



Valores da expressao normatizada dos genes MYC, BCL2, POU2F1, MGMT, LMO2 e PDCDL1 por paciente
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(concluséao)

Amostra MYC PDCD1 01/out MGMT BCL2 BCL6 LMO2
P26 0 6,4048083 6,30088 0 1,15876 9,09111926 1,05112574
P27 NA NA NA NA NA NA NA
P28 NA NA NA NA NA NA NA

P30#t NA NA NA NA NA NA NA
P31t NA NA NA NA NA NA NA
P32#+ NA NA NA NA NA NA NA
P36 NA NA NA NA NA NA NA
P37t 0,0701626 0 4,481112 0,218243 0,32391 1,63956511 0,06489237
P40t 0,214366 0 0 0 0 0,2707965 0,43562553
P41 0,6413885 4,158813 0 0,070006 0,65164 5,446246 7,78468333
P42 0,1977622 2,6626342 2,827798 2,524375 1,18919 3,3456055 13,7798915
P43#t 0,2010405 2,0093818 2,134024 10,07229 0,56432 3,42655195 6,55950292
P44+t 0,1775013 0,5917454 0,567903 1,31804 1,19433 1,70547543 3,4625705
P51#t NA NA NA NA NA NA NA
Média 0,20085 1,3241373 137,3782 0,760352 0,90641 2,89908039 3,87721089
Mediana 0,2010405 0 1,448191 0 0,56432 2,715904 1,6358415

A numerac&o das amostras seguiu 0 numero original atribuido para a realizacéo desse trabalho, que partir de uma casuistica de 51 pacientes.
# Casos refratarios primarios. *Recaida tardia (>6 meses). T Obitos durante o tratamento. NA: corresponde a amostras ndo amplificadas
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ANEXO D - Comparacéo entre amostra total e a subamostra (incluidos apenas
pacientes com amplificacdes génicas avaliaveis)

(continua)
Variavel Populagéo Subamostra Comparacao
Global (%/n) (%/n) entre os Grupos
valor - p
Numero de pacientes
n 100% (35) 60% (21)
Idade ao diagnostico
(anos) teste t- student**
media (dp) 60,1 (15,22) 63,2(16,87) 0,493
<60anos (n) 45,7% (16) 33,3% (7) 0,412

>60anos (n)

54,3% (19)

66,7% (14)

total (n) 100% (35) 100% (21)
Sexo teste de independéncia *
frequéncia 0,785
masculino (n) 42,9% (15) 38,1% (8)
feminino (n) 57,1% (20) 61,9% (13)
total (n) 100% (35) 100% (21)
Anti-MYC teste de independéncia *
frequéncia|
0%-50% (n) 36,4% (12) 45% (9) 0,573
51%-100% (n) 63,6% (21) 55% (11)
total (n) 100% (33) 100% (20)
Anti-MGMT
frequéncia
negativo (n) 88,6% (31) 100% (21)
positivo (n) 0% (0) 0% (0)
total (n) 88,6% (31) 100% (21)
Anti-PDCD1 teste de independéncia *
frequéncia 0,823
negativo (n) 90,9% (30) 85,7% (18)
positivo (n) 9,1% (3) 14,3% (3)
total (n) 100% (33) 100% (21)
Anti-BCL2 teste de independéncia *
frequéncia

0%-50% (n)
51%-100% (n)
total (n)

15,2% (5)
84,8% (28)
100% (33)

14,3% (3)
85,7% (18)
100% (21)

1,000
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Comparagdo entre amostra total e a subamostra (incluidos apenas pacientes

com amplificacdes génicas avaliaveis) \(continuacsio

Variavel Populagéo Subamostra Comparacao
Global (%/n) (%/n) entre os Grupos
valor - p
Anti-LMO2 teste de independéncia *
frequéncia
0%-25% (n) 43,8% (14) 47,6% (10) 1,000
26%-100% (n) 56,3% (18) 52,4% (11)
total (n) 100% (32) 100% (21)
Anti-POU2F1 teste de independéncia *
frequéncia 1,000
negativo (n) 0% (0) 0% (0)
positivo (n) 94,4% (33) 100% (21)
Anti-CD20
frequéncia
negativo (0) (n) 0% (0) 0% (0)
positivo (1) (n) 100% (35) 100% (21)
total (n) 100% (35) 100% (21)
Anti-CD3 teste de independéncia *
frequéncia 1,000
negativo (0) (n) 87,5% (28) 89,5% (17)
positivo (1) (n) 12,5% (4) 10,5% (2)
total (n) 100% (32) 100% (19)
Anti-CD56
frequéncia
negativo (0) (n) 100% (6) 100% (3)
positivo (1) (n) 0% (0) 0% (0)
total (n)  100% (6) 100% (3)
Ki67
frequéncia
negativo (0) (n) 0% (0) 0% (0)
positivo (1) (n) 100% (29) 100% (19)
total (n) 100% (29) 100% (19)
Anti-BCL6 teste de independéncia *
frequéncia 1,000
negativo (0) (n) 57,1% (8) 66,7% (6)
positivo (1) (n) 42,9% (6) 33,3% (3)

total (n) 100% (14) 100% (9)
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Comparagdo entre amostra total e a subamostra (incluidos apenas pacientes

com amplificacdes génicas avaliaveis) (continuacso)

Variavel Populagéo Subamostra Comparacao
Global (%/n) (%/n) entre os Grupos
valor - p
Anti-CD10 teste de independéncia *
frequéncia 1,000
negativo (0) (n) 73,3% (11) 70% (7)
positivo (1) (n)  26,7% (4) 30% (3)
total (n) 100% (15) 100% (10)
Anti-MUM1 teste de independéncia *
frequéncia 1,000
negativo (0) (n) 25% (3) 25% (2)
positivo (1) (n) 75% (9) 75% (6)
total (n) 100% (12) 100% (8)
COO Subtipo teste de independéncia *
frequéncia 1,000
GCB (n) 26,7% (4) 30% (3)
nao-GCB (n) 73,3% (11) 70% (7)
total (n) 100% (15) 100% (10)
Acometimento de
regides profundas SNC teste de independéncia *
frequéncia 0,508
nao (n) 22,9% (8) 14,3% (3)
sim (n) 77,1% (27) 85,7% (18)
total (n) 100% (35) 100% (21)
LCR teste de independéncia *
frequéncia 0,622
citologia negativa (n) 94,1% (32) 90% (18)
sim (n) 5,9% (2) 10% (2)
total (n) 100% (34) 100% (20)
HIC teste de independéncia *
frequéncia 0,558

ndo (n) 71,4% (25) 61,9% (13)
sim (n) 28,6% (10) 38,1% (8)
total (n) 100% (35) 100% (21)
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Comparagdo entre amostra total e a subamostra (incluidos apenas pacientes

com amplificacdes génicas avaliaveis) (continuacso)

Variavel Populagéo Subamostra Comparacao
Global (%/n) (%/n) entre os Grupos
valor - p
Idade ao 6bito (anos) teste t- student**
media (dp) 67,5(11,63) 71,0(12,25) 0,356
frequéncia teste de independéncia *
<50anos (n) 26,9% (7) 20% (3) 0,458
50a69anos (n) 34,6% (9) 20% (3)
270anos (n) 38,5% (10) 60% (9)
total (n) 100% (26) 100% (15)
Tempo entre diagnostico e Obito
(meses) teste t- student**
media (dp) 32,2 (27,10) 28,8(28,20) 0,705
frequéncia teste de independéncia *
<12meses (n) 34,6% (9) 40% (6) 0,916
12a36 meses (n) 19,2% (5) 20% (3)
236 anos (n) 46,2% (12) 40% (6)
total (n) 100% (26) 100% (15)
Idade na Gltima consulta (anos) teste t- student**
media (dp) 53,2 (17,34) 55,1(19,00) 0,844
Tempo entre diagnostico e ultima consulta (meses) teste t- student**
media (dp) 77,5(50,11) 67,9(44,21) 0,709
Tempo de seguimento (meses) teste t- student**
media (dp) 43,8 (39,18) 39,9 (37,06) 0,715
P.S. iniciall teste t- student**
frequéncia teste de independéncia *
0+1+2 (n) 57,1% (20) 47,6% (10) 0,584
3+4 (n) 42,9% (15) 52,4% (11)
total (n) 100% (35) 100% (21)
Risco IPI teste de independéncia *
frequéncia 0,572
baixa (0+1) (n) 20% (7) 9,5% (2)
intermediario (2+3) (n) 48,6% (17) 47,6% (10)
alto (4+5) (n) 31,4% (11) 42,9% (9)
total (n) 100% (35) 100% (21)
frequéncia teste de independéncia *
baixa (0+1) (n) 20% (7) 9,5% (2) 0,459
nao baixa (2+3+4+5) (n) 80% (28) 90,5% (19)

total (n) 100% (35) 100% (21)
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Comparagdo entre amostra total e a subamostra (incluidos apenas pacientes

com amplificacdes génicas avaliaveis) (continuacso)

Variavel Populagéo Subamostra Comparacao
Global (%/n) (%/n) entre os Grupos
valor - p
Tratamento com RDT teste de independéncia *
frequéncia 0,777
nao (n) 40% (14) 33,4 (7)
sim (n) 60% (21) 66,6% (14)
total (n) 100% (35) 100% (9)
Realizacdo DE TMO teste de independéncia *
frequéncia
ndao (n) 100% (35) 100% (21)
sim (n) 0% (0) 0% (0)
total (n) 100% (35) 100% (21)
Neurotoxicidades? teste de independéncia *
frequéncia 0,786
ndo (n) 57,1% (20) 52,4% (11)
sim (n) 42,9% (15) 47,6% (10)
total (n) 100% (35) 100% (21)
PRIMEIRA LINHA DE TRATAMENTO ONCOLOGICO
RECEBEU 12 LINHA? teste de independéncia *
frequéncia 0,626
nao (n) 57% (2) 9,5% (2)
sim (n) 94,3% (33) 90,5% (19)
total (n) 100% (35) 100% (21)
Idade TTO1 (anos) teste t- student**
n 33 19
media (dp) 59,2 (1491) 61,7(16,88) 0,576
HD-MTX 1 teste de independéncia *
frequéncia 1,000
nao (n) 15,2% (5) 15,8% (3)
sim (n) 84,8% (28) 84,2% (16)
total (n) 100% (33) 100% (19)
Duracdo TTOl (meses) teste t- student**
n 33 19
media (dp) 4,3(2,83) 4,1(3,24) 0,799
frequéncia teste de independéncia *
<4meses (n) 51,5% (17) 57,9% (11) 0,775
>4 meses (n) 48,5% (16) 42,1% (8)

total (n) 100% (33) 100% (19)
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Comparagdo entre amostra total e a subamostra (incluidos apenas pacientes
com amplificacdes génicas avaliaveis)

(concluséo)

Variavel

Populacgéo
Global (%/n)

Subamostra Comparacéo
(%/n) entre os Grupos
valor - p

Resposta a primeira linha de

tratamento teste de independéncia *
frequéncia 0,715
RC (n) 45,5% (15) 36,8% (7)
RP (n) 27,3% (9) 36,8% (7)
PD (n) 27,3% (9) 26,3% (5)
total (n) 100% (33) 100% (19)
Apresentou PD? teste de independéncia *
frequéncia 1,000
nao (n) 45,5% (15) 42,1% (8)
sim (n) 54,5% (18) 57,9% (11)
total (n) 100% (33) 100% (19)
Recaida? teste de independéncia *
frequéncia 1,000
nao (n) 80% (12) 71,4% (5)
sim (n) 20% (3) 28,6% (2)
total (n) 100% (15) 100% (7)
Refratariedade? teste de independéncia *
frequéncia 0% () 0% () 1,000
ndo (n) 72,7% (24) 73,7% (14)
sim (n) 27,3% (9) 26,3% (5)
total (n) 100% (33) 100% (19)

Se teve pd depois ttol, tempo entre final tratamento e

pd 1 (meses)

teste t- student**

n

media (dp) 18,0 (20,53)

18

20,3 (21,29)

11
0,774

1°g med 3°q - 1°quartil mediana 3°quartil ; dp - desvio padréo

* Teste de independéncia (teste exato de Fisher)

HIPOTESES DO TESTE

** Teste T-student
HIPOTESES DO TESTE

Ho: h& independéncia entre grupo e variavel
HA: ha associagao entre grupo e variavel

Ho: as médias dos grupos sao iguais
HA: as médias dos grupos sao diferentes
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ANEXO E - Curvas de ROC para expressao da proteina MYC

Considerando recaida

Cut point  Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=1) 0.00%  100.00% 78.57% 10
(>=2) 33.33% 63.64%  57.14%  0.9167 10,476
(>=3) 66.67% 27.27% 35.71% 0.9167 12,222
(>=4) 66.67% 9.09% 21.43% 0.7333 36,667
g -
° 0.60 0.55 0.130 o.%s 1.60
1 - Specificity

Area under ROC curve = 0.43%4
g AT T T T T

0.00 0.25 0.75 1.00

0.50
Probability cutoff

—e— Sensitivity ——e—— Specificity




Considerando refratariedade

Cut point  Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 100.00% 0.00% 29.03% 1.0000
(>=1) 88.89% 4.55% 29.03% 0.9312 24,444
(>=2) 77.78% 18.18% 35.48% 0.9506 12,222
(>=3) 77.78% 36.36% 48.39% 1.2222 0.6111
(>=4) 55.56% 63.64% 61.29% 1.5278 0.6984
(> 4) 0.00%  100.00% 70.97% 10
3
5
g |

0.60 0.55 0.;50 0.%5 1.60

1 - Specificity

Area under ROC curve = 0.5808
8
d AY T T T T

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Probability cutoff

—e— Sensitivity ——e—— Specificity
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Considerando 6bito

Cut point  Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 100.00% 0.00% 75.76% 1.0000
(>=1) 92.00% 12.50% 72.73% 1.0514 0.6400
(>=2) 76.00% 25.00% 63.64% 1.0133 0.9600
(>=3) 68.00% 50.00% 63.64% 1.3600 0.6400
(>=4) 48.00% 87.50% 57.58% 3.8400 0.5943
(> 4) 0.00%  100.00% 24.24% 1.0000
3
5
g |

0.2)0 0.%5 0.;50 O.%S 1.60

1 - Specificity

Area under ROC cur\e = 0.6525
3
5
° 0.60 0.55 : 0.%5 1.60

0.50
Probability cutoff

——e— Sensitivity —e—— Specificity
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Considerando progresséo da doenca
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Cut point  Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 100.00% 0.00% 54.84% 1.0000
(>=1) 94.12% 7.14% 54.84% 1.0136 0.8235
(>=2) 82.35% 21.43% 54.84% 1.0481  0.8235
(>=3) 76.47% 42.86% 61.29% 1.3382 0.5490
(>=4) 52.94% 71.43% 61.29% 1.8529 0.6588
(> 4) 0.00%  100.00% 45.16% 10
° om
1 - Specificity

Area under ROC curve = 0.6261
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ANEXO F - Curva de ROC para expressao da proteina BCL2

Considerando recaida

Cut point  Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=1) 0.00%  100.00% 76.92% 10
(>=2) 33.33% 30.00% 30.77% 0.4762 22,222
(>=3) 66.67% 20.00% 30.77% 0.8333 16,667
(>=4) 66.67% 0.00% 15.38% 0.6667
(> 4) 100.00% 0.00% 23.08% 1.0000
g
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g -
g |
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1 - Specificity
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Considerando refratariedade

Cut point  Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=1) 100.00% 0.00% 29.03% 1.0000
(>=2) 100.00% 9.09% 35.48% 1.1000 0.0000
(>=3) 100.00% 18.18% 41.94% 1.2222 0.0000
(>=4) 88.89% 40.91% 54.84% 1.5043 0.2716
(> 4) 0.00% 100.00% 70.97% 1.0000
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Considerando 6bito

Cut point  Sensitivity Specificity Classified RV+  RV-
(>=0) 100.00% 0.00% 78.79% 1.0000
(>=1) 96.15% 0.00% 75.76% 0.9615
(>=2) 92.31% 14.29% 75.76% 1.0769 0.5385
(>=3) 92.31% 42.86% 81.82% 1.6154 0.1795
(>=4) 69.23% 57.14% 66.67% 1.6154 0.5385
(> 4) 0.00% 100.00% 21.21% 10
g |
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g AT T T T T
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Considerando progresséo de doenca
Cut point  Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
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(>=1) 0.00%  100.00% 41.94% 10
(>=2) 66.67% 30.77% 51.61% 0.9630 10.833
(>=3) 88.89% 15.38% 58.06% 1.0505 0.7222
(>=4) 88.89% 0.00% 51.61% 0.8889
(> 4) 100.00% 0.00% 58.06% 1.0000
° 0.60 0.125 0.;50 0.%5 1.60

1 - Specificity

0.50 0.75 1.00
1 1 1
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ANEXO G - Curva de ROC para expressao da proteina LMO2

Considerando recaida

Cut point Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-

(>=0) 100.00% 0.00% 23.08% 10.000

(>=2) 100.00% 10.00% 30.77% 11.111 0.0000
(>=3) 66.67%  50.00% 53.85% 13.333 0.6667
(>=4) 66.67%  80.00% 76.92% 33.333 0.4167
(>=4) 0.00% 100.00% 76.92% 10
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ANEXO H - Curvas de ROC para a expressao normatizada do gene MYC

Considerando recaida
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Cut point Sensitivity  Specificity  Classified RV+ RV-
(>=0) 0.00% 100.00% 71.43% 10.000
(>=.030197) 0.00% 80.00% 57.14% 0.0000 12.500
(>=.110383) 50.00% 80.00% 71.43% 2.5000 0.6250
(>=.304096) 50.00% 60.00% 57.14% 1.2500 0.8333
(>=.371486) 50.00% 40.00% 42.86% 0.8333 12.500
(>=.641388) 50.00% 20.00% 28.57% 0.6250 25.000
( > .641388) 100.00% 0.00% 28.57% 1.0000
g
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Considerando refratariedade
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Cut point Sensitivity  Specificity  Classified RV+ RV-
(>=0) 100.00% 0.00% 26.32% 1.0000
(>=.030197) 100.00% 35.71% 52.63% 1.5556 0.0000
(>=.070163) 100.00% 42.86% 57.89% 1.7500 0.0000
(>=.110383) 100.00% 50.00% 63.16% 2.0000 0.0000
(>=.197762) 100.00% 57.14% 68.42% 2.3333 0.0000
(>=.201041) 100.00% 64.29% 73.68% 2.8000 0.0000
(>=.201797) 80.00% 64.29% 68.42% 2.2400 0.3111
(>=.235141) 60.00% 64.29% 63.16% 1.6800 0.6222
(>=.235179) 40.00% 64.29% 57.89% 1.1200 0.9333
(>=.304096) 40.00% 71.43% 63.16% 1.4000 0.8400
(>=.340511) 40.00% 78.57% 68.42% 1.8667 0.7636
(>=.371486) 20.00% 78.57% 63.16% 0.9333 10.182
(>=.412259) 20.00% 85.71% 68.42% 1.4000 0.9333
(>=.474579) 0.00% 85.71% 63.16% 0.0000 11.667
(>=.641388) 0.00% 92.86% 68.42% 0.0000 10.769
(> .641388) 0.00%  100.00% 73.68% 10.000

<}
@
—

0
b3
(=}

0.25 0.50

0.00

0.25 0.50 0.75 1.00

0.00

T
0.00

Area under ROC curve = 0.7143

T
0.25

T
0.50
1 - Specificity

T T
0.75 1.0

0

T
0.00

T
0.25

0.50
Probability cutoff

T
0.75

—=e— Sensitivity

—e— Specificity

T
1.00



134

ANEXO | - Curvas de ROC para a expressao normatizada do gene MGMT

Considerando recaida

Cut point Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 0.00%  100.00% 71.43% 10.000
(>=.010951) 0.00% 80.00% 57.14% 0.0000 12.500
(>=.070006) 0.00% 60.00% 42.86% 0.0000 16.667
(> .070006) 100.00% 0.00% 28.57% 1.0000
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Considerando refratariedade
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Cut point Sensitivity  Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 100.00% 0.00% 26.32% 1.0000
(>=.010951) 40.00% 64.29% 57.89% 1.1200 0.9333
(>=.070006) 40.00% 71.43% 63.16% 1.4000 0.8400
(>=.218243) 40.00% 78.57% 68.42% 1.8667 0.7636
(>=.335666) 40.00% 85.71% 73.68% 2.8000 0.7000
(>=1.41781) 40.00% 92.86% 78.95% 5.6000 0.6462
(>=2.52437) 20.00% 92.86% 73.68% 2.8000 0.8615
(>=10.0723) 20.00% 100.00%  78.95% 0.8000
(> 10.0723) 0.00% 100.00%  73.68% 10.000
° 0.00 0.25 o.éq_ ) 0.75 1.00
1 - Specificity
Area under ROC curve = 0.5786
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ANEXO J - Curvas de ROC para a expressdo normatizada do gene PDCD1

Considerando recaida
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Cut point Sensitivity  Specificity Classified RV+ RV-

(>=0) 0.00% 100.00% 71.43% 10.000
(>=4.15881) 0.00% 80.00% 57.14% 0.0000 12.500
(> 4.15881) 100.00% 0.00% 28.57% 1.0000
° 0.60 0.55 0.%0 0.%5 1.60

1 - Specificity
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Cut point Sensitivity  Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 0.00%  100.00% 73.68% 10.000
(>=1.03519) 0.00% 92.86% 68.42% 0.0000 10.769
(>=1.72968) 0.00% 85.71% 63.16% 0.0000 11.667
(>=2.00938) 0.00% 78.57% 57.89% 0.0000 12.727
(>=2.66263) 0.00% 71.43% 52.63% 0.0000  14.000
(>=4.15881) 20.00% 71.43% 57.89% 0.7000  11.200
(>=6.40481) 20.00% 64.29% 52.63% 0.5600 12.444
(>=9.21463) 40.00% 64.29% 57.89% 1.1200 0.9333
(> 9.21463) 100.00% 0.00% 26.32% 1.0000
° 0.00 025 O.ISQ' . 0.75 1.00

1 - Specificity

Area under ROC curwe = 0.4643
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ANEXO K - Curvas de ROC para a expressao normatizada do gene BCL2

Considerando recaida
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Cut point Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 100.00% 0.00% 28.57% 1.0000
(>=.078983) 100.00% 20.00% 42.86% 1.2500 0.0000
(>=.080915) 100.00% 40.00% 57.14% 1.6667 0.0000
(>=.090718) 100.00% 60.00% 71.43% 2.5000 0.0000
(>=.197275) 100.00% 80.00% 85.71% 5.0000 0.0000
(>=.651635) 50.00% 80.00% 71.43% 2.5000 0.6250
(>=1.47173) 50.00%  100.00% 85.71% 0.5000
(> 1.47173) 0.00%  100.00% 71.43% 10.000
° 0.60 O.&S ! -Sgégﬁcity 0.;5 1.00
Area under ROC curve = 0.9000
° 0.60 O.&S O.LSO 0.%5 1.00
Probability cutoff
‘—0— Sensitivity ——e—— Specificity

Considerando refratariedade

Cut point Sensitivity Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 100.00% 0.00% 26.32% 1.0000
(>=.078983) 100.00% 7.14% 31.58% 1.0769 0.0000



(>=.080915)
(>=.090718)
(>=.130212)
(>=.197275)
(>=.32391)

(>= .3516)

(>= .527652)
(>= 564317 )
(>=.64488)

(>= .651635)
(>=.7658)

(>=1.15876)
(>=1.18919)
(>=1.47173)
(>=1.84167)
(>=2.2052)

(>=5.56582)
(> 5.56582)

100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
80.00%
60.00%
60.00%
60.00%
40.00%
40.00%
40.00%
40.00%
20.00%
0.00%
0.00%

14.29%
21.43%
28.57%
35.71%
42.86%
50.00%
57.14%
57.14%
57.14%
64.29%
71.43%
71.43%
78.57%
85.71%
92.86%
92.86%
92.86%

100.00%

36.84%
42.11%
47.37%
52.63%
57.89%
63.16%
68.42%
63.16%
57.89%
63.16%
68.42%
63.16%
68.42%
73.68%
78.95%
73.68%
68.42%
73.68%

1.1667
1.2727
1.4000
1.5556
1.7500
2.0000
2.3333
1.8667
1.4000
1.6800
2.1000
1.4000
1.8667
2.8000
5.6000
2.8000
0.0000

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.3500
0.7000
0.6222
0.5600
0.8400
0.7636
0.7000
0.6462
0.8615
10.769
10.000
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ANEXO L - Curvas de ROC para a expressao normatizada do gene LMO2

Considerando recaida
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Cut point Sensitivity  Specificity Classified RV+ RV-

(>=0) 100.00% 0.00% 28.57% 1.0000
(>=.451441) 100.00% 20.00% 42.86% 1.2500 0.0000
(>=.689232) 50.00% 20.00% 28.57% 0.6250  25.000
(>=1.63584) 50.00% 40.00% 42.86% 0.8333  12.500
(>=1.99125) 50.00% 60.00% 57.14% 1.2500 0.8333
(>=7.14033) 50.00% 80.00% 71.43% 2.5000 0.6250
(>=7.78468) 0.00% 80.00% 57.14% 0.0000  12.500
(> 7.78468) 0.00%  100.00% 71.43% 10.000
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Considerando refratariedade
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Cut point Sensitivity  Specificity  Classified RV+ RV-
(>=0) 0.00%  100.00% 73.68% 10.000
(>=.064892) 0.00% 92.86% 68.42% 0.0000 10.769
(>=.137646) 0.00% 85.71% 63.16% 0.0000 11.667
(>=.15704) 0.00% 78.57% 57.89% 0.0000 12.727
(>=.451441) 0.00% 71.43% 52.63% 0.0000  14.000
(>=.689232) 0.00% 64.29% 47.37% 0.0000 15.556
(>=.947131) 20.00% 64.29% 52.63% 0.5600 12.444
(>=1.05113) 40.00% 64.29% 57.89% 1.1200 0.9333
(>=1.63584) 40.00% 57.14% 52.63% 0.9333  10.500
(>=1.99125) 40.00% 50.00% 47.37% 0.8000 12.000
(>=2.57603) 40.00% 42.86% 42.11% 0.7000  14.000
(>=4.07846) 40.00% 35.71% 36.84% 0.6222  16.800
(>=6.5595) 60.00% 35.71% 42.11% 0.9333  11.200
(>=7.14033) 60.00% 28.57% 36.84% 0.8400 14.000
(>=7.78468) 60.00% 21.43% 31.58% 0.7636  18.667
(>=10.9727) 60.00% 14.29% 26.32% 0.7000  28.000
(>=13.7799) 80.00% 14.29% 31.58% 0.9333  14.000
(>=17.506) 80.00% 7.14% 26.32% 0.8615  28.000
(> 17.506) 100.00% 0.00% 26.32% 1.0000
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ANEXO M - Curvas de ROC para a expressao normatizada do gene POU2F1

Considerando recaida

Cut point Sensitivity  Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 0.00%  100.00% 75.00% 10.000
(>=1.44819) 0.00% 83.33% 62.50% 0.0000 12.000
(>=3.122) 0.00% 66.67% 50.00% 0.0000 15.000
(>=6.14149) 0.00% 50.00% 37.50% 0.0000 20.000
(> 6.14149) 100.00% 0.00% 25.00% 1.0000
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1 - Specificity

Area under ROC curve = 0.2500
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Considerando refratariedade
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Cut point Sensitivity  Specificity Classified RV+ RV-
(>=0) 0.00%  100.00% 71.43% 10.000
(>=1.03322) 0.00% 93.33% 66.67% 0.0000 10.714
(>=1.44819) 0.00% 86.67% 61.90% 0.0000 11.538
(>=1.5677) 0.00% 80.00% 57.14% 0.0000 12.500
(>=1.68257) 0.00% 73.33% 52.38% 0.0000 13.636
(>=1.72209) 0.00% 66.67% 47.62% 0.0000  15.000
(>=2.13402) 0.00% 60.00% 42.86% 0.0000 16.667
(>=2.78342) 16.67% 60.00% 47.62% 0.4167  13.889
(>=2.8278) 33.33% 60.00% 52.38% 0.8333 11.111
(>=3.122) 50.00% 60.00% 57.14% 1.2500 0.8333
(>=4.38556) 50.00% 53.33% 52.38% 1.0714 0.9375
(>=4.48111) 50.00% 46.67% 47.62% 0.9375 10.714
(>=6.14149) 50.00% 40.00% 42.86% 0.8333  12.500
(>=6.30088) 66.67% 40.00% 47.62% 1.1111 0.8333
(> 6.30088) 100.00% 0.00% 28.57% 1.0000
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ANEXO N - Curvas de ROC para a expressao normatizada do gene BCL6

Considerando recaida
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Cut point Sensitivity  Specificity Classified RV+ RV-

(>=0) 100.00% 0.00% 25.00% 1.0000
(>=.638891) 100.00% 33.33% 50.00% 1.5000 0.0000
(>=1.11303) 100.00% 50.00% 62.50% 2.0000 0.0000
(>=1.20327) 50.00% 50.00% 50.00% 1.0000 10.000
(>=2.7159) 50.00% 66.67% 62.50% 1.5000 0.7500
(>=3.29719) 50.00% 83.33% 75.00% 3.0000 0.6000
(>=5.44625) 0.00% 83.33% 62.50% 0.0000 12.000
(> 5.44625) 0.00%  100.00% 75.00% 10.000
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Considerando refratariedade
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Cut point Sensitivity Specificity  Classified RV+ RV-
(>=0) 0.00%  100.00% 71.43% 10.000
(>=.638891) 0.00% 93.33% 66.67% 0.0000 10.714
(>=.647623) 0.00% 86.67% 61.90% 0.0000 11.538
(>=1.11303) 0.00% 80.00% 57.14% 0.0000 12.500
(>=1.20327) 0.00% 73.33% 52.38% 0.0000 13.636
(>=1.63957) 0.00% 66.67% 47.62% 0.0000 15.000
(>=1.70344) 16.67% 66.67% 52.38% 0.5000 12.500
(>=2.7159) 33.33% 66.67% 57.14% 1.0000  10.000
(>=2.73477) 33.33% 60.00% 52.38% 0.8333 11.111
(>=3.2766) 33.33% 53.33% 47.62% 0.7143  12.500
(>=3.29719) 50.00% 53.33% 52.38% 1.0714 0.9375
(>=3.34561) 66.67% 53.33% 57.14% 1.4286 0.6250
(>=3.42655) 66.67% 46.67% 52.38% 1.2500 0.7143
(>=3.78701) 66.67% 40.00% 47.62% 1.1111 0.8333
(>=4.92334) 66.67% 33.33% 42.86% 1.0000 10.000
(>=5.44625) 66.67% 26.67% 38.10% 0.9091 12.500
(>=7.37557) 66.67% 20.00% 33.33% 0.8333  16.667
(>=8.33685) 83.33% 20.00% 38.10% 1.0417 0.8333
(>=9.09112) 83.33% 13.33% 33.33% 0.9615 12.500
(> 9.09112) 100.00% 0.00% 28.57% 1.0000
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ANEXO O - Construgdo das curvas de SG, SLP e SLD (método de Kaplan-

Meier)
Variavel SG (meses) SLP (meses) SLD (meses)
Numero de
pacientes
n 100% (35) 100% (33) 100% (15)
Tempo de sobrevida depois diagndstico *
meédia (ep) 56,8 (10,34) 53,8 (10,71) 76,86 (16,58)
IC95% média 36,5;77,0 32,8 ;74,8 44,36 ; 109,36
mediana (ep) 42,6 (8,18) 41,0 (10,90) 59,2 (13,93)
IC95% mediana 26,6 ; 58,6 19,7 ;62,4 31,94 ; 86,58
limitado por 171,8 171,8 163,4
frequéncia
Obito (n) 74,3% (26) 75,8% (25) 53,3% (8)
vivos (n) 25,7% (9) 24,2% (8) 46,6% (7)
total 100,0% (35) 100,0% (33) 100,0% (15)
Probabilidade de sobrevida
em 1 meses 1,000 1,000 1,000
em 2 meses 0,971 0,970 1,000
em 4 meses 0,857 0,848 0,933
em 6 meses 0,829 0,818 0,933
em 8 meses 0,743 0,697 0,933
em 12 meses 0,734 0,697 0,933
em 18 meses 0,685 0,636 0,933
em 24 meses 0,655 0,636 0,933
em 36 meses 0,579 0,573 0,790
em 48 meses 0,438 0,371 0,565
em 60 meses 0,404 0,259 0,485
em 90 meses 0,215 0,162 0,258
em150 meses 0,144 0,162 0,258

em 170 meses 0,144 0,162
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(continua)

Gene/Proteina

de Interesse IHQ 0% IHQ 1%-25% IHQ 26%-50% IHQ 51%-75% IHQ 76%-100%
MYC
n 3 2 4 5 6
meédia (dp) 0,205 ( 0,0087) 0,089 (0,1255) 0,053 (0,0480) 0,291 ( 0,2865) 0,293 (0,0844)
mediana 0,202 0,089 0,050 0,341 0,270
min ; max 0,198 : 0,214 0,000:0,178 0,000:0,110 0,000 : 0,641 0,201:0,412
MGMT
n 21 0 0 0 0
meédia (dp) 0,760 ( 2,2315)
mediana 0,000
min ; max 0,000 : 10,072
PDCD1
n 18 2 0 0 1
média (dp) 1,545 (2,6101) 0,000 ( 0,0000) 0,000 ( . )
mediana 0,000 0,000
min ; max 0,000 : 9,215 0,000 : 0,000
BCL2
n 1 1 1 4 14
meédia (dp) 0,000 ( . ) 0,297 ( . ) 0,079 ( . ) 0,716 (0,5564) 1,135(1,4370)
mediana 0,770 0,648
min ; max 0,130: 1,194 0,000 : 5,566
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(concluséo)

Gene/Proteina

de Interesse IHQ 0% IHQ 1%-25% IHQ 26%-50% IHQ 51%-75% IHQ 76%-100%
LMO2
n 9 1 4 3 4
média (dp)| 2,940 (4,6009) 0,138( . ) 0,783 (0,8547) 5,062 ( 5,1408) 9,127 (5,8151)
mediana 0,947 0,570 2,576 7,463
min ; max 0,000 : 13,780 0,000 : 1,991 1,636 :10,973 4,078 : 17,506
POU2F1
n 0 1 0 0 22
média (dp) 1568( . ) 1,756 (2,0497)
mediana 1,241
min ; max 0,000 : 6,301

dp - desvio padréo
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