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Indice de proliferacio celular Ki 67 nos diferentes subtipos do Linfoma de Hodgkin: Estudo descritivo.

RESUMO

Este trabalho objetiva avaliar se a atividade proliferativa celular
determinada pelo anticorpo MIB 1 mostra diferenca significativa entre os
varios subtipos do Linfoma de Hodgkin e se poderia, desta forma, ser
utilizado no auxilio da caracterizacao e subclassificacao desta entidade

nosologica.

O material para este estudo foi obtido a partir da selecdo de 53 casos do
arquivo do Departamento de Patologia do Hospital do Cancer de
Pernambuco que tiveram o diagnéstico histolégico de Linfoma de
Hodgkin. Os casos abrangem pacientes de ambos os sexos, sem restricoes
de faixa etaria, resultantes de bidpsias de linfonodos. Foi realizada a
revisao histolégica e a reagao imunohistoquimica utilizando-se o anticorpo
anti-Ki67, o qual ¢é expresso por células proliferantes durante todas as
fases do ciclo celular, exceto a fase G-0 (repouso) e é considerado o

padrao ouro em proliferacao celular.

O resultado deste estudo mostrou que nenhum padrio caracteristico de

expressio do MIB 1(anti-Ki 67) foi observado em qualquer um dos
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subtipos histolégicos do Linfoma de Hodgkin, fazendo com que a
realizacao do marcador MIB 1 (anti-Ki 67), para estes casos, nao auxiliasse

na subclassificacio dos mesmos.

A realizacdo de marcadores imunohistoquimicos como o CD 15, CD 30,
CD 20, EMA e ALK ¢ recomendada em casos de suspeita de Linfoma de
Hodgkin, visto que os mesmos, em conjunto com os achados histolégicos,
permitem melhor acuracia diagnostica, subclassificacio e exclusio dos

diagnoésticos diferenciais.

Palavras-chaves: Linfoma de Hodgkin / Doenca de Hodgkin / Subtipos
Histologicos / Imunohistoquimica / Ki67 / MIB 1/ Indice de Proliferacao

Celular
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ABSTRACT

The purpose of this study is to evaluate if the index of cellular proliferation
expressed by Ki67 using MIB 1 antibody shows any difference between the
Hodgkin’s Lymphoma subtypes and if so, it can be used to help this

diagnosis and categorization in each different subgroups of this disease.

The material for this study was collected from the file of Departamento de
Patologia do Hospital do Cancer de Pernambuco. There were selected 53
cases of lymph node biopsy that had a previous diagnosis of Hodgkin’s

Lymphoma. Age and gender are not considered in this study.

We did a review of H&E slides and immunohistochemistry reaction using
a MIB 1 antibody (anti-Ki 67) that is express by proliferant cells that are in
all phases of the cellular cycle, except the G-0 phase. The MIB 1 is

considered a “gold-standard” of cell proliferation marker.

None characteristic pattern of Ki67 expression using MIB 1 antibody was
noted in any subgroup of Hodgkin’s Lymphoma in this study and it

doesn’t seem to help to subclassify this entity.
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It is recommended to do immunohistochemistry reaction using CD 15,
CD 30, CD 20, EMA and ALK in all case of suspicious for Hodgkin’s
Lymphoma. They can in combination with the histological findings make a

final diagnosis and exclude the differential diagnosis with others entities.

Key words: Hodgkin’s Lymphoma / Hodgkin’s Diseases / Histological

subtypes / Immunohistochemistry / Ki67 / MIB 1/Prolieration cell index
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INTRODUCAO

O Linfoma de Hodgkin ¢ uma neoplasia malignha que acomete
primariamente linfonodos, baco e figado, com incidéncia de
aproximadamente 8.000 novos casos por ano na América do Norte (Ries
LAG, Kosary CL, Hankey BF, 1999) (McCunney RJ, 1999) e representa
cerca de 0,7% de todos os casos novos de cancer nos EUA (Ries LAG,

Kosary CL, Hankey BF, 1999) (McCunney R]J, 1999).

Foi descrita por Thomas Hodgkin em 1832 com a nomenclatura inicial de
Doenca das Glandulas absorventes, sendo posteriormente denominada
como Doenga de Hodgkin e mais recentemente Linfoma de Hodgkin.
Em 1898 e 1902, Carl Stenberg e Dorothy Reed, descreveram
independentemente a célula tipica diagnéstica—célula de Reed-Sternberg

(Pileri SA, Ascani S, Leoncini L ¢# al., 2002).

A maior incidéncia em brancos que em negros e em homens que em
mulheres, ¢ mais evidente em paises desenvolvidos que em pafses em

desenvolvimento.
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Nos Estados Unidos e em outros paises industrializados, o primeiro pico
de incidéncia ocorre no final da segunda década e o segundo pico por volta
dos 50 anos. Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, o primeiro
pico é mais precoce, ocorrendo antes da adolescéncia (Grufferman SL,
Delzell E,1984). Estudos epidemiolégicos demonstram que nestas
localidades ha 3 formas distintas de apresentacao do Linfoma de Hodgkin:
uma forma da infancia (até¢ 14 anos), uma forma ocorrendo no adulto

jovem (de 15 a 34 anos) e uma terceira forma mais tardia ocorrendo entre

55 a 74 anos (Grufferman SL, Delzell E, 1984).

Recentes estudos usando microdissec¢ao e métodos de genética molecular
que caracterizam genes receptores de antigenos a partir de uma unica célula
neoplasica, em conjunto com o estudo dos mecanismos de apoptose,
expressao antigénica e produgao de citocinas pelas células malignas tem
permitido um maior entendimento da patofisiologia desta entidade

nosolégica.

A ocorréncia ocasional de grupos geograficos com maior incidéncia do
Linfoma de Hodgkin foi um dos primeiros indicios de que poderia haver

uma possivel etiologia viral com incuba¢ao por um periodo de laténcia.
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O Virus de Epstein Barr (EBV) tem sido ja demonstrado fazer parte da
patogénese de alguns casos de Linfoma de Hodgkin, especialmente a
forma classica, e com incidéncia maior em alguns subtipos histologicos
como a Celularidade mista (aproximadamente 75% dos casos) (Brousset P,
Knecht H, Rubin B ¢z al., 1993) (Mourad W, Alsohaibani MO, Saddik M,

Bazerbashi S, 1998).

Em alguns casos foi determinada a coexisténcia do Linfoma de Hodgkin e
da Mononucleose infecciosa. Forte marcagao citoplasmatica e de
membrana foi observada em células de Reed-Sternberg de 40 casos em um
total de 48 casos de Linfoma de Hodgkin analisados, utilizando-se
anticorpo para o EBV (Pallesen G, Hamilton-Dutoit SJ, Rowe M, e 4/,

1991).

Temsido notado uma maior incidéncia do Linfoma de Hodgkin no grupo
dos pacientes portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA) em relagio a populagio geral. Em um estudo onde foram
avaliados apenas casos de Linfoma de Hodgkin em pacientes HIV positivo

(Virus da Imunodeficiéncia Humana), a expressaio do EBV, usando
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método de imunohistoquimica, foi identificada em um percentual de 78%

(Tirelli U, Errante D, Dolcetti R ez al., 1995).

As células neoplasicas caracteristicas do Linfoma de Hodgkin, as células de
Reed-Sternberg (CRS) e células de Hodgkin (CH) compreendem uma
minoria da populagiao celular (0,1-1,0%) que envolve os linfonodos ou
tecidos acometidos pela doenca, existindo uma mistura heterogénea de
linfécitos maduros, histiocitos, eosinéfilos, plasmocitos, fibroblastos e
outras células reativas em quantidades variadas, a depender do subtipo
histolégico, e que em conjunto constituem um “background”, que apesar
de nao ser um componente maligno, ¢ parte importante na caracterizacao

do quadro histologico desta doenca.

A célula de Reed-Sternberg (CRS) apresenta 2 ou mais nucleos, cada um
contendo um nucléolo (Brousset P, Knecht H, Rubin B ¢# 4/, 1993). Estas
células grandes, multinucleadas sio o ponto central do diagnéstico do
Linfoma de Hodgkin (Canellos GP, Anderson JR, Propert KJ ez al., 1992)

(Colby TV, Hoppe RT, Warnke RA, 1981).
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A primeira classificacio proposta para o Linfoma de Hodgkin foi a
Classificacao de Jackson e Parker em 1944 (Jackson H Jr, Parker FJr, 1944),
que introduzia os subgrupos de Paragranuloma, Granuloma e Sarcoma

(Tabela 1).

O Paragranuloma era caracterizado pela proliferacao de linfécitos normais
associado a proliferacio de células de Reed-Sternberg isoladas ou em

pequenos grupos.

Os casos definidos como Granuloma eram aqueles que exibiam uma
proliferacio de células de Reed-Sternberg em meio a um “background”
composto por linfocitos, plasmocitos, eosinofilos e histiocitos.  Fibrose

cra freqiientemente vista neste subgrupo.

Os casos definidos por Jackson e Parker como Linfoma de Hodgkin tipo
Sarcoma eram aqueles caracterizados pelo predominio de células atipicas

com um minimo de células linfocitarias, eosinéfilos e plasmocitos.

Em 1966 Lukes e Butler introduziram uma nova Classificagdo, a qual
subdividiu o grupo Paragranuloma em Linfocitirio e/ou Histiocitico

(L&H) nodular e Linfocitario e/ou Histiocitico (L&H) difuso; o subgrupo

Teresa Santiago - Dissertacio de Mestrado em Anatomia Patolégica — UFPE /2002
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de Granuloma foi dividido nas formas Esclerose Nodular e Categoria

Mista e finalmente o tipo Sarcoma em Fibrose Difusa e Fibrose Reticular

(Lukes RJ, Craver LF, Hall TC e/ al., 1960).

Com o proposito de simplificar esta nova Classificagao, foi realizado uma
conferéncia em Rye, Nova lorque, EUA, a qual combinou os tipos L&H
Nodular e Difuso em wuma nova categoria, unica, denominada
Predominancia Linfocitaria. Manteve o subgrupo Esclerose Nodular,
renomeou a Categoria mista como Celularidade Mista e agrupou os tipos
Fibrose difusa e Fibrose reticular em uma unica categoria denominada
Deplecao Linfocitaria (Tabela 1) (Rye Classification)(Cver L F, Hall TC,

Rappaport H, Rubin P, 1960).

Em 1994 o Grupo Internacional de Estudo dos Linfomas propés uma
revisao da classificagdo vigente para o Linfoma de Hodgkin, fazendo parte
da Classificagio REAL para os Linfomas (Revised European-American
Lymphoma Classification - REAL)(Harris NL, Jaffe ES, Stein H ez a/,

1994) (Mason DY, Banks PM, Chan | ¢# a/., 1994).

Teresa Santiago - Dissertacio de Mestrado em Anatomia Patolégica — UFPE /2002
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A Classificagio da REAL reconhece a forma Nodular Predominancia
Linfocitaria (L&H) do Linfoma de Hodgkin como uma entidade
histoloégica distinta, sob o ponto de vista imunofenotipico e com
caracteristicas prognosticas diferentes do grupo do Linfoma de Hodgkin
forma classica, o qual engloba as formas Esclerose Nodular, Celularidade

Mista e Deple¢iao Linfocitaria.

Atualmente as caracteristicas imunofenotipicas estdio mais bem
estabelecidas e esclarecidas, com papel importante no diagndstico e
subclassificacio das doengas linfoproliferativas incluindo o Linfoma de
Hodgkin. Uma nova classificacio para doengas hematologicas proposta
pela Organizacao Mundial de sadde no ano de 2001 (OMS- 2001) sugere
mais um novo subgrupo para o Linfoma de Hodgkin — Linfoma de

Hodgkin Classico, Predominancia Linfocitaria (LHCPL) (Tabela 1).

A célula de Reed-Sternberg  presente nas formas Esclerose Nodular,
Celularidade Mista e Deplecao Linfocitaria sio positivas para o CD15
(Leu—M1) em aproximadamente 75-85% dos casos (Hsu SM, Jaffe ES,
1984) e para CD30 (Ki-1) praticamente todos os casos(Quadro 1)(Figuras

1 e 2) (Stein H, Mason DY, Gerdes ] ¢z al., 1985).
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Figura 1 — Células de Hodgkin
mostrando positividade ao CD

30 com padrio de Golgi (630X).

Figura 2 — Células de Hodgkin
mostrando positividade ao CD

15 com padrio citoplasmatico

(500X).
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A célula L&H presente na forma do Linfoma de Hodgkin Nodular,
Predominancia Linfocitaria ¢ positiva para CD 20, CD 79a, BCL 6 e CD 45
em praticamente todos os casos (Coles FB, Cartun RW, Pastuszak WT,

1988).
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Tabela 1 - Classificagdes para a Linfoma de Hodgkin no decorrer do tempo

Jackson e Parker, Lukes e Butler, Rye, 1966 REAL, 1994 OMS, 2001
1944 1966
Paragranuloma L&H nodular L&H L&H Predominancia L&H Predominancia
Predominancia Linfocitaria Linfocitaria
Linfocitaria
L&H difuso
Linfoma de Hodgkin Classica,
Predominancia Linfocitaria
Granuloma Esclerose Esclerose Esclerose Nodular Esclerose Nodular
Nodular Nodular
Categoria Mista | Celularidade Celularidade Mista Celularidade Mista
Mista
Sarcoma Fibrose difusa Deplecao Deplecao Linfocitaria | Deplecao Linfocitaria
Linfocitaria

Fibrose

Reticular

Teresa Santiago - Dissertacio de Mestrado em Anatomia Patolégica — UFPE /2002
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Quadro 1- Padrio de reatividade Imunohistoquimica dos Linfomas

Tipos de Doengas CD
Hematolégicas Malignas CD45 | CD3 45RO CD20 |CD15|CD30 [CD68|CDY9
Linfoma de células B + - - + - + /- - -
Linfoma de células T + + + - _ + - _
L1t}fqma de Hodgkin 4/ ) ) ) N N ) ]
Classica
Linfoma de Hodgkin
Predominancia +/- - - + . . ; _
Linfocitéria (L&H)

Este novo subgrupo proposto pela Classificagio da OMS (Linfoma de

Hodgkin Classico,

Predominancia

Linfocitaria),

exibe

um Padrao

histolégico semelhante a forma Predominancia Linfocitaria, entretanto as

células malignas (células de Reed-Sternberg) sao CD 15 e CD 30 positivas,

como nos outros trés subtipos da forma classica.

Acredita-se que o LHCPL na verdade seria uma forma “precoce” da

Celularidade Mista, sem, at¢é o momento, comprovagao de diferenca

prognostica dos outros tipos classicos de Linfoma de Hodgkin.

Teresa Santiago - Dissertacio de Mestrado em Anatomia Patolégica — UFPE /2002
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Trabalhos de micromanipulagao de célula de Reed-Sternberg isolada,
retirada de cortes de linfonodos, com consequente amplificagio da
imunoglobulina, rearranjo e analise do gendtipo destas células, permitiram
concluir que a célula de Reed-Sternberg do Linfoma de Hodgkin forma
classica represente uma célula do clone celular B derivada das células do
centro germinativo (98% dos casos) (Marafioti T, Hummel M, Foss HD
et al., 2000), as quais teriam perdido a habilidade de expressio de seus
anticorpos B, decorrente de mutacbes somatica e rearranjo da
imunoglobulina (Kuppers R, Rajewsky K, 1998) ( Kanzler H, Kuppers R,
Hansmann ML et al. , 1996), ao passo que as células L&H da forma
Predominancia Linfocitaria manteriam ainda esta capacidade. Em raros
casos, as CRS e as CH derivam das células T periféricas pos-timicas
(Muschen M, Rajewsky K, Brauninger A ez al.,, 2000) (Seitz V, Hummel M,

Marafioti T ef al., 2000) (uppers R, Brauninger A, Muschen M ez al., 2001).
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OBJETIVOS

1) Avaliar se a atividade proliferativa celular determinada pelo
anticorpo MIB 1 mostra diferenca significativa entre 0s varios

subtipos do Linfoma de Hodgkin.

2) Avaliar se o anticorpo MIB 1 anti-Ki 67 poderia ser utilizado para

caracterizagao e subclassificacao do Linfoma de Hodgkin.

Teresa Santiago - Dissertacio de Mestrado em Anatomia Patolégica — UFPE /2002
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MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 53 casos do arquivo do Departamento de Patologia do
Hospital do Cancer de Pernambuco que tiveram o diagnéstico histolégico

de Linfoma de Hodgkin.

Os casos abrangem pacientes de ambos os sexos sem restricdes de faixa

etaria, resultantes de biopsias de linfonodos.

Casos de consulta de segunda opiniao realizados no Hospital do Cancer de
Pernambuco, niao foram incluidos neste trabalho por nio estarem
disponiveis os blocos de parafina que possibilitassem recorte e exame

imunohistoquimico dos mesmos.

Os casos que niao preencheram todos os critérios histologicos
classicamente definidos para o diagnéstico do Linfoma de Hodgkin

(listados no Quadro 2) também foram excluidos da amostra.

Foram realizados novos cortes histolégicos nos blocos de parafina dos

casos selecionados, utilizando-se micré6tomo rotatério para cortes

Teresa Santiago - Dissertacio de Mestrado em Anatomia Patolégica — UFPE /2002
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histolégicos com espessura de 3-4 micra, e apos desparafinizacio, foram

submetidos a coloracao de Hematoxilina-Eosina (H&E).

Os novos cortes histolégicos foram avaliados em microscopio éptico de
multipla observacdo utilizando- se de objetivas 5X, 10X, 20X, 40X e 63X,

com avaliacao simultanea de 2 observadores.

Os critérios histologicos classicos determinados pela literatura mundial
para o diagnostico e subclassificagio do Linfoma de Hodgkin, descritos
neste trabalho no Quadro 2, foram rigorosamente seguidos, sendo a
concordancia diagnostica entre os 2 observadores, requisito fundamental
para inclusdo dos respectivos casos neste trabalho e loca¢ao dos mesmos

nos diferentes subgrupos.

Desta forma, foram selecionados um total de 53 casos, assim distribuidos
nos diferentes subtipos histolégicos do Linfoma de Hodgkin: 06 casos de
Linfoma de Hodgkin Predominancia Linfocitaria (PL), 15 casos de
Linfoma de Hodgkin Celularidade Mista (CM), 25 casos de Doenca de
Hodgkin Esclerose Nodular (EN) e 07 casos de Linfoma de Hodgkin

Deplecao Linfocitaria (Tabela 2).
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Quadro 2 - Critérios Histologicos para o diagnéstico e subclassificagiao do Linfoma de Hodgkin

SUBTIPOS ASPECTOS HISTOLOGICOS
L&H, PREDOMINANCIA Identificagio da célula L&H (célula grande, com grande nucleo,
LINFOCITARIA normalmente multilobulado e escasso citoplasma —“popcorn cell”).

Figura 3 — Corte histolégico de

Linfonodo Cervical acometido por

Linfoma de Hodgkin (H&E) 200X

“Background” composto por proliferacao nodular de linfécitos pequenos

e histiocitos, ocasionalmente de aspecto epitelitide.

A arquitetura linfonodal apresenta-se parcialmente obliterada com
aspecto hiperplasico no tecido linféide adjacente nio acometido.
Ocasionalmente, pode-se observar transformagio Progressiva do Centro
Germinativo em tecido néo envolvido pelo Linfoma de Hodgkin (Figura

3).

Teresa Santiago - Disserta¢do de Mestrado em Anatomia Patolégica — UFPE /2002




25

Indice de proliferacio celular Ki 67 nos diferentes subtipos do Linfoma de Hodgkin: Estudo descitivo.

CELULARIDADE MISTA

Figuras 4 — Célula de Reed-Sternberg
em Material de Imprint de linfonodo
(Coloragao de Grunwald Giemsa)
1000X

Figuras 5 — Célula de Reed-Sternberg
em Material de Imprint de Linfonodo
(Coloracio de Grunwald Giemsa)
500X

A arquitetura linfonodal quase sempre esta alterada, porém casos de

envolvimento linfonodal parcial é observado.

Células de Hodgkin e de Reed-Sternberg sio facilmente encontradas
(ambas as formas, mono e multinucleadas). As células de Reed-Sternberg
sao células grandes medindo entre 20 e 50 nu , geralmente apresentam
citoplasma acidofilico, com area levemente basofilica e regido “palida”
correspondente ao complexo de Golgi. O nucleo ¢ grande, normalmente
Bi ou multilobulado, com membrana nuclear espessa. A cromatina ¢é
vesicular porém ausente em regido perinucleolar, ocasionando um halo
claro ao redor do nucléolo (Figuras 4 e 5). Normalmente existe um
nucléolo para cada lébulo do nucleo, proeminente, redondo e

eosinofilico.

A celularidade é amplamente variavel de caso para caso e a presenga de

necrose é rara.

O “background” é composto por uma mistura de tipos celulares, com

grande nimero de histiécitos e eosinéfilos.
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ESCLEROSE NODULAR

Figura 6 — Padrio de Fibrose no
subtipo Esclerose nodular (H&E)

200X

Figura 8 —area de necrose (H&E)

400X (seta)

Formacdo de abundante coligeno maduro organizado em bandas que

envolve e divide o tecido linféide em nédulos é marca predominante

: | (Figura 6).

o grau de fibrose ¢ variavel desde area focal do tecido linféide, até total

| esclerose do linfonodo, em casos avancados.

Nota-se espagamento da capsula do linfonodo e ocasional necrose.

Os nédulos delineados pelas bandas de fibrose apresentam numero
variavel de CH e CHS, linfécitos pequenos e outras células reativas.

Eosinofilos sio freqiientes em alguns casos.

A célula lacunar, variante da célula de Hodgkin, é o tipo celular
predominantemente observado neste subgrupo. A célula lacunar
caracteriza-se pela presencga de nucleo multilobulado, porém com menos
lébulos e nucléolo menos proeminente. O citoplasma é abundante e
anfofilico. Em tecidos fixados em formalina, estas células mostram uma
retragdo artefatual do citoplasma, fazendo com que a membrana
citoplasmatica quase encoste na membrana nuclear, dando uma aparéncia
de que o nicleo ocupa uma lacuna vazia—dai a denominagao atribuida a
este tipo celular—célula lacunar (Figura 7). Em materiais fixados em B5

este aspecto artefatual néo esta presente.
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DEPLECAO LINFOCITARIA

Figura 9 — Grande nimero de células

de Reed-Sternberg (H&E) 500X

Figura 10 — Célula de Reed-Sternberg

em meio a background polimérfico

(H&E) 500X

Dividi-se em 2 subtipos : fibrose difusa e subtipo reticular.

No subtipo fibrose difusa observa-se uma distor¢io da arquitetura
linfonodal devido a presenca de uma proliferacio de fibrose que tende a
envolver elementos celulares isoladamente. Bandas de fibrose estio
ausentes. A celularidade é relativamente baixa e as células de Reed-

Sternberg sdo mais raramente encontradas.

No subtipo Reticular observa-se a presenca de um grande nimero de
células de Reed-Sternberg pleomorficas (Figura 9). Colageno entre estas
células pleomérficas podera ser observado, demonstrando um “overlap”

com o subtipo de fibrose difusa.
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Tabela 2 - Distribuicdo dos casos analisados nos diferentes subtipos da Doenca de Hodgkin

Subtipos N %
Esclerose Nodular (ES) 25 48
Celularidade Mista (CM) 15 28
Deplecao Linfocitaria (DL) 7 13
Predominancia Linfocitaria (PL) 0 11
Total 53 100
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Apbs selecao e subclassificagao dos casos em estudo foi realizado a
reagao de imunohistoquimica utilizando o anticorpo MIB 1 (anti-Ki 67)
marca Dako. Foram utilizados cortes histolégicos de linfonodos de padrao

reacional como material de controle.

A reagdo foi realizada manualmente, utilizando-se de anticorpo policlonal
MIB 1 (anti-Ki 67) marca Dako (Clone K;S;) e usando o método Padrio

ABC e 3,3’ diaminobenzidina (Dako) como cromogen.

Os cortes histolégicos com espessura de 3-4 micra, secaram em estufa por
12 horas, em temperatura de 80°C e depois foram convencionalmente
desparafinizados até o estagio de agua destilada. Foi realizado a
recuperacao antigénica dos tecidos usando o pré-tratamento com Tampao
Citrato 10mM/pH 6,0 (21g de Acido Citrico monohidratado PA diluido
em 1000ml de agua destilada) em forno de microondas por 10 minutos em
poténcia maxima e 20 minutos dentro da solucao, dentro do forno de
microondas, porém desligado. Seguiu-se com lavagem em agua corrente.
A inativagdo da peroxidade enddgena foi realizada com solug¢do de
Metanol (150ml) adicionado 1,5 ml de Peréxido de Hidrogénio a 3% com

incubacao por 20 minutos. Seguiu-se com lavagem em agua corrente.
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A incubagio do anticorpo primario MIB 1 (Clone K,S;) foi realizado
“overnight” (por 12 horas) usando-se diluicio de 1/75. O anticorpo foi
diluido com tampao PBS (NaCl 160,0g + Na,HO, 2731g +
NaH,PO,2H,0O 4,8¢ + 1000ml de agua Destilada). A incubacido foi feita
em geladeira (temperatura de 3-5°C) mantendo as laminas ja com o
anticorpo em recipiente fechado com tampa (box de material plastico)
com esponja na base. Decorrido as 12 horas de incubagdo, prossegui-se
com lavagem em PBS (NaCl 160,0g + Na,HO, 27,31g + NaH,PO,2H,O

4,8¢ + 1000ml de agua destilada) com 3 trocas de 5 minutos cada.

A incubagdo com o anticorpo secundario (“Link”), Imunoglobulina LSAB
marca Dako, foi realizada em 40 minutos. Seguiu-se com 3 lavagens em
PBS (NaCl 160,0g + Na,HO, 27,31g + NaH,PO,2H,0 4,8¢ + 1000ml em

agua destilada) com 3 trocas de 5 minutos cada.

Em seguida incubou-se com a Peroxidase conjugada (Streptoavidina) do kit
LSAB Marca Dako por igualmente 40 minutos. Seguiu-se com 3 lavagens
em PBS (NaCl 160,0g + Na,HO,27,31g + NaH,PO,2H,0O 4,8¢ + 1000 ml

de agua destilada) com 3 trocas de 5 minutos cada.
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Para revelagdio da reacao utilizou-se o cromogen DAB (3-3
diaminobenzidina) marca Dako com dilui¢ao de 2ml da solucao de dilui¢ao
do sistema DAB Dako para 1 gota de 3-3’diaminobenzidina. O tempo de
incubacao com o DAB foi variavel, sendo controlado por observacio

microscopica.

Seguiu-se com lavagem em 4gua corrente e depois com agua destilada por

3 minutos.

A contra-coloracao desta reacao foi feita com Hematoxilina de Harris
(CO 23471) marca Qeel, por 30 segundos. Seguiu-se com lavagem em agua
corrente e depois com agua destilada, prosseguindo-se com desidratacdo e

montagem das laminas com laminulas e Entelan (Tabela 3).

As células Ki 67 positivas mostraram uma colora¢ao marrom no nucleo. A
lamina controle correspondente a tecido de linfonodo reacional foi positiva

mostrando marca¢iao nuclear em células linféides.

As laminas resultantes da reacao de imunohistoquimica para o anticorpo
MIB 1 (anti-Ki 67) de todos os casos ja selecionados e previamente

classificados nos diferentes subtipos do Linfoma de Hodgkin foram
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avaliadas sob observacdo microscépica por um observador * usando a
grade de Weibel de 400 pontos onde a 4rea corresponde a 0,087616 mm?®

para um aumento de 400X.

Cada caso foi avaliado contando-se 10 campos (correspondentes a 10X

uma 4rea da grade) usando a objetiva de 40X, totalizando 0,87616mm?®.

Mesmo obtendo-se positividade do caso controle da reagdo, foi
considerado essencial a presenc¢a de linfécitos positivos para o MIB 1 em

todos os casos avaliados.

* Patologista Teresa Santiago
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Tabela 3 — Reacdo manual de Imunohistoquimica do anticorpo MIB 1 (anti-Ki 67)

PROCEDIMENTO D.A REACAO DE IMUNOHISTOQUIMICA

TEMPO

Corte histolégico com espessura de 3-4

Sele¢io das laminas de tecido controle (Linfonodo de Padrdo Reacional)

Secagem das laminas em estufa (80 © C)

Desparafinizacio e hidratagio das laminas em Xileno e Alcool, respectivamente

Pré- tratamento com solucio de Tampio Citrato 10mM/pH 6,0 em forno microondas

Bloqueio da peroxidade endégena usando Metanol e Peréxido de hidrogénio (H2O2) a 3%

Incubagio do Anticorpo Primario Ki 67 (MIB 1) marca Dako Clone K;Ss

Incubagio do anticorpo secundario (“link”) kit LSAB da Dako

Incubagio da estreptoavidida kit LSAB da Dako

Revelagio da reacio com Cromogen DAB (3,3’ — diaminobenzidina)

Contra-coloracao com Hematoxilina de Harris

Desidratagio e montagem das laminas

Nio aplicavel

Nio aplicavel

12 horas (“overnight”)

13 minutos

30 minutos

20 minutos

12 horas (“over night”)

40 minutos

40 minutos

Variavel, com controle sob observacao

microscépica.

30 segundos

Nao aplicavel
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RESULTADOS

O numero de células de Hodgkin e células de Reed-Sternberg positivas na
rea¢ao imunohistoquimica para o Ki 67 (usando o anticorpo MIB 1) nos 53

casos avaliados ficou distribuido como mostra a Tabela 4.

O padrio de resposta a reagio do Ki 67 (MIB 1) mais freqiientemente
observado dentre os 53 casos avaliados foi de 1 célula de Hodgkin e/ou
célula de Reed-Sternberg positiva em 10 campos, cotrespondendo a 12/53
(22%). Os padroes de resposta menos freqiente foram de 15 células
positivas em 10 campos, 18 células positivas em 10 campos, 20 células
positivas em 10 campos, 21 células positivas em 10 campos e 25 células
positivas em 10 campos, todos mostram apenas um caso alocado em cada

um destes subgrupos 1/53 (2%).
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Tabela 4 — Positividade ao MIB 1 (anti-Ki 67) dos 53 casos de Linfoma de Hodgkin avaliados

N© de Células 1 12|34 |5|6|7 (8|9 (1215|1820 (21|25
positivas em 10
campos 400X
EN 6|24 |-|1T|71T-|-|2|2]|1]| - - 7| - |25
CM 412 -12(2|-|1(1|1T|-]-|-|7T]-1]71]15
PL 725 /2 K U O (A [ O R (R S BN I '
DL SO T I A I A I I A R R A N R R -1 7
Total de 1215151332224 3| 1|71 |71T|71]|7]D53
Casos

EN = Esclerose Nodular; CM = Celularidade Mista; DL = Deplecio Linfocitaria; PL. = Predominancia Linfocitaria
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Tabela 5 — Padrio de Positividade ao MIB 1 (anti-Ki 67) dos 53 casos de Linfoma de Hodgkin

divididos de acordo com o numero de células positivas em baixo, intermediario e alto grau

Ne de Células <4 % >5<9 % >12< 25 % %
positivas em 10
campos 400X
G Baixo Intermediario Alto Total
tau
EN 17 32,08 4 7,55 4 7,55 25 47,18
CM 6 11,32 7 13,21 2 3,77 15 28,30
PL 5 943 1 1,87 0 0 6 11,32
DL 2 3,77 3 5,67 2 3,77 7 13,20
Total de Casos 30 56,60 15 28,30 8 15,10 53 100

EN = Esclerose Nodular; CM = Celularidade Mista; DL = Deplegio Linfocitaria; PL. = Predominancia Linfocitaria
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Sete casos dos 53 em estudo (13%) niao mostraram nenhuma célula de
Hodgkin e/ou de Reed-Sternberg positiva nos 10 campos avaliados na
rea¢do imunohistoquimica para o Ki 67. Estes mesmos casos revelaram
pelo menos um linfécito positivo ao MIB 1 (anti-Ki 67), mostrando que
apesar da negatividade das células malignas, a reagdo foi essencialmente
satisfatoria. Os casos que mostraram nenhuma célula de Hodgkin e/ou de
Reed-Sternberg positiva eram dos subgrupos Predominancia Linfocitaria
(2/53) e Esclerose Nodular (5/53). Nenhum caso classificado como
Celularidade Mista e Deplecao Linfocitaria exibiram este padrio de
expressio com nenhuma célula de Hodgkin e/ou de Reed-Sternberg

positiva.

O maior nimero de células de Hodgkin e/ou Reed-Sternberg positivas ao
Ki67 foi de 25 células em 10 campos com aumento de 400X. Foi
observado em 1/53 (2%) o qual foi previamente subclassificado no

subtipo Celularidade Mista (CM).

Como descrito na Tabela 5, quando agrupamos os casos em 3 grupos de
acordo com o seu grau de positividade ao Ki 67 em baixo grau (< ou = a 4

células positivas em 10 campos de grande aumento), grau intermediario (>
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ou = a5 ou < ou = a9 células positivas em 10 campos de grande
aumento) e Alto grau (> ou = a 12 ou < ou = a 25 células em 10 campos
de grande aumento), 56,6% dos casos pertencem ao grupo de baixo grau
(30/53) sendo a maioria deles pertencentes ao subgrupo histolégico de

Esclerose Nodular 17/53 (32,08%).
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DISCUSSAO

O exame histolégico ainda é o principal passo para o diagnostico,
entretanto o advento da biologia molecular com analise a nivel “sub-
celular” permite o patologista obter informacées sobre o comportamento
celular. Um avango importante nesta area foi o desenvolvimento da
técnica de  quantificacdo de  proliferacao  celular  através da
imunohistoquimica em tecidos fixados em formalina. Uma idéia sobre o
grau de proliferacao celular pode ser obtido através do indice mitotico,

entretanto este método ¢é subjetivo e sujeito as alteragoes artefactuais.

A identificacdlo de uma proteina e antigenos associados com o0s
componentes do ciclo celular facilitou muito a investigacio sobre
proliferacio tumoral. O indice de proliferacao celular é um importante
fator demonstrador de agressividade tumoral, sendo hoje importante fator

prognostico.

O MIB 1 é um anticorpo anti-Ki-67 (proteina nuclear do ciclo celular) que
pode ser empregado em tecidos fixados em formalina e em tecidos
rotineiramente processados com recuperacdo antigénica através de

microondas. Descrito pela primeira vez por Gerdes e colaboradores
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(Gerdes ], Lemke H, Baisch H, e al, 1984) ¢é expresso por células
proliferantes durante todas as fases do ciclo celular, exceto a fase G- 0
(repouso); o MIB 1 ¢é considerado o padrao ouro em proliferacao celular
(Mochen C, Giardini R, Costa A, Silvestrini R, 1997) (Abele MC ef al.,

1997).

Nas ultimas décadas, o valor prognostico deste indice proliferativo em
diferentes tipos histolégicos de neoplasias malignas, como cancer de
mama, mieloma multiplo, sarcoma de partes moles, cancer da prostata,

Linfomas e adenocarcinomas tem sido largamente utilizado (Figura 8).
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A utilizacao do Ki-67 no painel imunohistoquimico de varias neoplasias

tem aumentado, uma vez que estes marcadores de expressao de
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proliferacdo celular auxiliam na selecdo de tumores mais agressivos com
indice proliferativo elevado, permitindo, desta forma, a aplicagaio de uma

terapia mais apropriada ao comportamento biolégico da célula maligna.

Ha correlacao de taxas de recidiva mais elevadas, menor sobrevida e menor
periodo livre de doenga nos carcinomas mamarios que apresentam indices
proliferativos elevados do anticorpo MIB 1 detectado por reagio de
imunohistoquimica (Narita M, Nakao K, Ogino N ¢ a/., 1998) (Dettmar P,

Harbeck N, Thomssen C e al., 1997).

No passado os diferentes subtipos do Linfoma de Hodgkin estavam
relacionados com  diferentes prognosticos, desde que tratados
adequadamente, e conduzidos clinicamente com diferentes protocolos e
opgoes terapeuticas. Estas diferencas prognosticas tém desaparecido com a
introducao de modernas técnicas de radioterapia e novos agentes

quimioterapicos, fazendo com que a maioria dos casos sejam curaveis.

Atualmente estagio de apresentagdao da doenca e a presenca de sintomas
sistémicos (Lukes RJ,1971) (Butler JJ, Hicks EB,1966) (Kant JA, Hubbard

SM, Longo DL e7 al. , 1986) sao muito mais importantes do que o subtipo
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histolégico como fator preditivo de prognéstico (LuKes RJ, Butler JJ,

Hicks EB,1966) (Josting A, Wolf ], Diehl V', 2000).

Os critérios histolégicos para o diagnéstico do Linfoma de Hodgkin sao
classicamente definidos—presenca das células de Reed-Sternberg em um
“background” polimérfico de linfocitos, eosindfilos, plasmocitos,
histiécitos e um grau variavel de fibrose. Mas atualmente o exame
imunohistoquimico tem papel importante, nio sé na confirmacio
diagnoéstica, como também na subclassificagdo e no diagnostico diferencial
com outras entidades histologicas como o Linfoma Anaplasico de Grandes

Células (ALCL) e o Linfoma de grandes células B Rico em Células T.

Como neste estudo niao foram realizados outros marcadores
imunohistoquimicos excetuando o MIB 1, que faz parte do objetivo
principal deste trabalho, as caracteristicas histologicas foram os tunicos

critérios utilizados para sele¢io e subclassificagio dos casos.

Os 53 casos selecionados assumiram distribuicao percentual de Esclerose
Nodular 48% (25/53), Celularidade Mista 28% (15/53), Deplecao

Linfocitaria 13% (7/53) e Predominancia Linfocitaria 11% (6/53) (Grafico
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1). A Literatura mostra uma distribuicao percentual em torno de 70% para
o subtipo Esclerose Nodular, 20-25% para Celularidade Mista, 5% para
Predominancia Linfocitaria e menos que 5% para a forma Deplecao

Linfocitaria (Grafico 2).

Alguns trabalhos tem mostrado que casos previamente subclassificados
como Deplecao Linfocitaria, quando reavaliados e submetidos a exame
imunohistoquimico tém mostrado ser na verdade Linfoma niao-Hodgkin
com morfologia anaplasica ou de grandes células pleomorficas (Kant JA,
Hubbard SM, Longo DL ef al., 1986). Desta forma, o fato de neste estudo
nao realizarmos outros marcadores imunohistoquimicos que nao o Ki 67,
poderia permitir que casos alocados por nods neste subgrupo, na verdade,
nao pertencessem a ele. Sete casos (13%) foram subclassificados como
Deplecao Linfocitaria mostrando um percentual bem maior do que o
referido na literatura (< 5%) e fazendo com que este indice percentual do
nosso trabalho seja questionavel, como também vindo ressaltar a
importancia do exame imunohistoquimico para a subclassificagio do

Linfoma de Hodgkin.
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Pelo mesmo fato do diagnoéstico e subclassificagao dos casos deste de
Predominancia Linfocitaria ter sido puramente em bases morfoldgicas,
deve-se considerar que poderia ocorrer de casos de Linfoma de Hodgkin
Classico, predominancia Linfocitaria estarem neste trabalho incluidos
erroneamente neste subgrupo, o que explicaria o maior percentual
encontrado neste trabalho (11%) em relacao ao descrito na literatura (5%).
Para o diagnéstico de certeza desta nova subcategoria do Linfoma de
Hodgkin, a realizacdo de marcadores imunohistoquimicos como o CD 30,

CD 15 e CD 20 sao necessarios.

A maioria dos casos deste estudo (56,6%) mostraram um padrao baixo de
positividade ao Ki 67 (= ou < 4 células positivas em 10 campos de grande
aumento) o que poderia ser explicado pelo grande numero de casos
pertencerem ao subtipo esclerose nodular grau I da classificagao da “British
National Lymphoma Investigation” (BNLI), mostrando 75% ou mais dos
nédulos contendo escassas CRS e proeminente estroma fibroso (Bennett
MH, Maclennan KA, Easterling MJ ¢ al., 1983) (Maclennan KA, Bennett

MH, Vaughan HB,1992).
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A avaliacdao estatistica dos dados através dos exames de Qui-quadrado e
Prova exacta de Fisher ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos.
Nenhum padrido caracteristico de expressio ao Ki 67 foi observado em
qualquer dos subtipos histolégicos do Linfoma de Hodgkin, fazendo com
que a realizacdo do marcador MIB 1 ( Ki 67) neste estudo nao auxiliasse
na subclassificagio dos 53 casos selecionados em seus respectivos

subgrupos.

A realizagao de marcadores imunohistoquimicos como o CD 15, CD 30,
CD 20, EMA e ALK ¢ recomendavel em casos de suspeita de Linfoma de
Hodgkin, visto que os mesmos, em conjunto com os achados histologicos,
permitem melhor acuracia diagnostica, subclassificacio e exclusio dos

diagnosticos diferenciais.
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CONCLUSAO

A avaliagao dos 53 casos de Linfoma de Hodgkin do Hospital do cancer de
Pernambuco ndo mostraram diferenca significativa entre os varios subtipos
quando submetidos a reagao de imunohistoquimica para o Ki67, nao sendo
desta forma este marcador de atividade proliferativa celular util na

caracterizagao e subclassifica¢ao desta entidade nosologica.
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