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Resumo

Os linfomas sdo neoplasias hematologicas que afetam o sistema linfatico e apresentam
grande heterogeneidade, distinguindo-se pelas suas caracteristicas clinicas,
morfologicas, imunofenotipicas, genéticas e moleculares. Esta diversidade reflete-se na
existéncia de varios subtipos de linfoma de Hodgkin (LH) e de linfoma ndo Hodgkin
(LNH), o que torna o diagnostico, a defini¢do do prognostico e a escolha da terapéutica
mais adequada tarefas particularmente exigentes. Neste cenario, os biomarcadores t€ém
assumido um papel cada vez mais relevante, ajudando a refinar a classificagdo da
doenca, a antecipar a resposta ao tratamento e a acompanhar a sua evolugdo ao longo

do tempo.

Esta revisdo da literatura aborda os principais biomarcadores utilizados na pratica
clinica em doentes com linfoma, incluindo marcadores genéticos, moleculares, imuno-
histoquimicos e imagioldgicos. Sdo também referidos biomarcadores emergentes, com
potencial de aplicacdo futura, e discutidas as suas principais vantagens e limitagdes.
Entre os exemplos analisados, destacam-se a expressdo de CD15 e CD30 no LH
classico, a presenga de CD20 no LH nodular com predominio linfocitario e as altera¢des
nos genes BCL-2, BCL-6 e MYC em linfomas de maior agressividade. Técnicas como
a imunohistoquimica, a citometria de fluxo e a sequenciacdo genética tém sido

fundamentais na sua identificacao.

E igualmente sublinhada a importancia destes biomarcadores na estratificacdo do risco,
permitindo avaliar a agressividade da doenga e orientar escolhas terapéuticas mais
ajustadas a cada caso. Biomarcadores imagiologicos, como o PET, assumem também

um papel de relevo na avaliacdo precoce da resposta ao tratamento.

Apesar dos progressos, persistem desafios importantes, como a necessidade de maior
padronizacdo nos procedimentos laboratoriais e a variabilidade na interpretacdo dos
resultados. Ainda assim, a integracao sistematica de biomarcadores na pratica clinica
contribui para diagndsticos mais precisos e para a defini¢do de estratégias terapéuticas
mais eficazes, seguras e adaptadas a cada doente, aproximando a pratica oncologica da

medicina verdadeiramente personalizada.

Palavras-chave: Biomarcadores; Diagnostico; Hodgkin; Linfoma; Prognostico.



Abstract

Lymphomas are haematological neoplasms that affect the lymphatic system and exhibit
considerable heterogeneity, being distinguished by their clinical, morphological,
immunophenotypic, genetic, and molecular characteristics. This diversity is reflected
in the existence of various subtypes of Hodgkin lymphoma (HL) and non-Hodgkin
lymphoma (NHL), which makes diagnosis, prognosis definition, and the selection of
the most appropriate therapy particularly demanding tasks. In this context, biomarkers
have taken on an increasingly relevant role, helping to refine disease classification,

anticipate treatment response, and monitor disease progression over time.

This literature review addresses the main biomarkers used in clinical practice in patients
with lymphoma, including genetic, molecular, immunohistochemical, and imaging
markers. Emerging biomarkers with potential future applications are also mentioned,
as well as a discussion of their main advantages and limitations. Among the examples
analysed are the expression of CD15 and CD30 in classical HL, the presence of CD20
in nodular lymphocyte-predominant HL, and genetic alterations in the BCL2, BCL6,
and MYC genes in more aggressive lymphomas. Techniques such as
immunohistochemistry, flow cytometry, and genetic sequencing have been

fundamental in their identification.

The importance of these biomarkers in risk stratification is also emphasised, allowing
for the assessment of disease aggressiveness and the selection of more tailored
therapeutic strategies. Imaging biomarkers, such as PET, also play a key role in the

early assessment of treatment response.

Despite progress, important challenges remain, such as the need for greater
standardisation in laboratory procedures and the variability in result interpretation.
Even so, the systematic integration of biomarkers into clinical practice contributes to
more accurate diagnoses and the definition of more effective, safer, and patient-centred
therapeutic strategies, bringing oncological practice closer to truly personalised

medicine.

Keywords: Biomarkers; Diagnosis; Hodgkin; Lymphoma; Prognosis



Abreviaturas

ABC — Células B ativadas
ABF1 - Fator 1 de células B ativado

ABVD — Quimioterapia combinada de: doxorrubicina, bleomicina, vinblastina e

dacarbazina

AITL - Linfoma angioimunoblastico de cé¢lulas T

ALCL - Linfoma anaplésico grande

ALK: Cinase do linfoma anaplasico/ Anaplastic Lymphoma Kinase
ARIDIA - Proteina 1A contendo dominio interativo rico em AT

ATIC — 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotido formiltransferase/ IMP

ciclohidrolase

ATP - Trifosfato de adenosina

BAFF — Fator de ativagado das células B
BAFFR — Recetor BAFF

BCL — Proto-oncogene inibidor da apoptose
BCRs — Recetores das células B

BEACOPP — Quimioterapia combinada de: sulfato de bleomicina, fosfato de
etoposideo, cloridrato de doxorrubicina, ciclofosfamida, sulfato de vincristina,

cloridrato de procarbazina e prednisona

BOBI - Proteina 1 de liga¢do ao octamero especifica de células B
CARDI11 — Familia 11 do dominio de recrutamento de caspase
CAR-T - Células T do recetor de antigeno quimérico

CCL3 - Ligando 3 de quimiocinas com ligacao C-C; também conhecida como proteina

inflamatéria de macrofagos-1a (MIP-1a)
CCR4 — Recetor 4 de quimiocinas com ligacao C-C

CD — Cluster de diferenciagao


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gamma-chemokine

CDKN2A - Inibidor de cinase dependente de ciclina 2A/supressor de tumores
cfDNA - DNA livre de células

cHL — Linfoma de Hodgkin cléassico

CHOEP - CHOP + etoposideo

CHOP — Quimioterapia combinada de: ciclofosfamida, cloridrato de doxorrubicina,

sulfato de vincristina e prednisona

CIITA — Transativador da Classe I

CREBBP - Proteina de ligag¢ao ao elemento de resposta ao AMPc
CSF-1R - Recetor do fator estimulador de colonias-1

CSR - Class Switch Recombination

CTCL - Linfoma cutaneo de células T

ctDNA - DNA tumoral circulante

CTLAA4 - Proteina 4 associada aos linfocitos T citotoxicos

CVP — Quimioterapia combinada de: ciclofosfamida, sulfato de vincristina e

prednisona

CXCLs — Ligantes de quimiocinas CXC

CXCRs — Recetores de quimiocinas CXC

DDX3X - DEAD-Box Helicase 3 X-Linked

DLBCL - Linfoma difuso de grandes células B

Dmax — Distancia entre as duas lesdes mais distantes
DNMT3A - DNA (citosina-5)-metiltransferase 3 alfa
DSS - Sobrevivéncia especifica da doenca

DTX1 - Deltex 1, regula a anergia dos linfocitos T
DUSP22 - Proteina fosfatase 2 de dupla especificidade

EBER - Pequenos RNA codificados pelo virus Epstein-Barr



EBF1 — Fator 1 de células B precoce

EBV — Virus Epstein-Barr

EMZL - Linfoma extranodal da zona marginal

ENKTL-N - Linfoma extranodal de células NK

EOMES — Gene codificador de proteinas Eomesodermina
EP300 - Proteina p300 de ligagdo a regido inicial do adenovirus
EZH2 — Potenciador do Zeste Homolog 2

FCI - Imunofenotipagem por citometria de fluxo

FDC - Follicular Dendritic Cell

FDG — Fluodesoxiglicose-18

FFS — Sobrevida livre de falha

FISH - Hibridizagao fluorescente in situ

FL — Linfoma folicular

FOXOL1 - Forkhead Box Ol

FOXP — Proteina P forkhed box

GASS - Transcrigao especifica para paragem de crescimento 5

GATA3 - Fator de transcricdo de importante na proliferagdo, desenvolvimento e

diferenciagao celular

GC — Centro germinativo

GCB — Células B do centro germinativo

GCET]1 - Transcrigao 1 expressa pelas células B do centro germinativo
GI — Gastrointestinal

GNA13 - Subunidade da Proteina G Alfa 13

GPR34 — G Protein-Coupled Receptor 34

GTP - Guanosina Trifosfato
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H2AX — Histona 2AX

H3K27 - Metilagdo da lisina 27 na histona 3

HCYV - Virus da hepatite C

HGAL - Linfoma associado ao centro germinativo humano
HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana

HLA-DR - Isotipo DR do Antigénio Leucocitario Humano
HOTAIR - RNA intergénico antisense transcrito de HOX
HOTTIP - RNA distal antisense transcrito de HOXA

HRS — Células malignas de Hodgkin e Reed—Sternberg
HULC — Gene altamente regulado no cancro do figado

HX - Hipoxantina A

IBPs — Inibidores da bomba de protdes

ICI - Inibidor do ponto de controlo imunologico

ICOS — Coestimulador induzivel de células T

ID2 - Proteina hélice-ansa-hélice

IDH2 - Isocitrato Desidrogenase 2

IDO-1 - Indoleamina-2,3-dioxigenase

IFN y — Interferdo gama

IF-RT — Radioterapia de campo envolvido

Ig/s — Imunoglobulina/s

IGHM — Genes da regido constante da cadeia pesada da imunoglobulina
IGHV - Genes da regido variavel da cadeia pesada da imunoglobulina
[HC — Imuno-histoquimica

IHQ — Imunohistoquimica
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IL/s — Interleucina/s

IRF - Fator Regulador do Interferdo

ISRT - Radioterapia do sitio envolvido

ITPKB - Inositol-Trisfosfato 3-quinase B

JAK - Janus kinase

JUNB — Membro da familia AP-1 do fator de transcri¢ao
Ki-67 - Proteina nuclear associada a proliferacao celular
KMT2D — Histona-lisina N-metiltransferase 2D

KRAS — Homologo do oncogene viral do sarcoma de rato Kirsten
LAG3 - Gene 3 de ativagao dos linfocitos

LCR - Liquido Cefalorraquidiano

LDH - Lactato desidrogenase

LDHL - Linfoma de Hodgkin com deplecao de linfécitos
LH — Linfoma de Hodgkin

LMO2 - Gene 2 do LIM Domain Only

LMP - Proteina de membrana latente

LMR — Razao linfocitos/mondcitos

IncRNAs — RNAs ndo codificantes longos

LNH - Linfoma ndo-Hodgkin

LP - Lymphocyte Predominant

LRHL — Linfoma de Hodgkin cléssico rico em linfocitos
MALT — Tecido linfoide associado a mucosa

MAP3K - Proteina quinase quinase quinase ativada por mitogéneo

MCHL — Linfoma de Hodgkin classico de celularidade mista
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MCL - Linfoma de células do manto

MEF2B - Fator de ligagdo do potenciador de midcitos 2B
MHC - Complexo principal de histocompatibilidade
miRNAs - MicroRNAs

mTORCI1 — Alvo mecanistico do complexo 1 da rapamicina
MUM - Oncogene do mieloma multiplo

MYC - Myelocytomatosis oncogene

MYDS88 — Fator de diferenciagao mieloide 88

ncRNA — RNAs ndo codificantes circulantes

NFKBIE/ NFKB1A — Supressores do fator nuclear-kB

NF-kB - Fator nuclear-kB: Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B

cells

NGS - Sequenciamento de ultima geragao

NK — células Natural Killer

NLP-HL — Linfoma de Hodgkin predominante em linfocitos nodulares

NLR — Razao neutrofilo/linfocito

NOTCH - Reguladores da hematopoiese e da diferenciagdo das células imunologicas
NPMI1 — Nucleofosmina 1

NSHL — Linfoma de Hodgkin classico de esclerose nodular

OCT?2 - Proteina 2 de ligagcdo ao octamero

OS — Sobrevivéncia global

P2RY8 - Recetor com fungdes estabelecidas na inibicdo da migracao das células B do

centro germinativo (GC) e na regulagdo do crescimento
PAX-5 - Paired Box 5

PCR — Reagao em Cadeia da Polimerase
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PCs — Células plasmaticas

PD/s — Proteina/s de morte celular programada

PDL/s — Ligante de proteina/s de morte celular programada
PEGI0 - Gene 10 expresso paternalmente

PET — Tomografia por emissao de positrdes

PFS — Sobrevida livre de progressao

PI3K/AKT — Via de sinalizag¢ao fosfoinositideo 3-quinase
PLR — Razao plaquetas/linfocitos

PRDM1 - Proteina-1 de maturagdo induzida por linfocitos B
PTCL - Linfoma periférico de células T

PTCL-NOS — PTCL sem outra especificacao

PTEN - Phosphatase and Tensin Homolog

PTPN - Proteina tirosina fosfatase ndo recetora

PU.1 - Fator de transcri¢do box-1 rico em purina

qPCR — PCR quantitativa

RBI - Retinoblastoma 1

R-CHOP — Quimioterapia combinada de: rituximab, ciclofosfamida, doxorrubicina,

vincristina e prednisona

RHOA - Membro da familia homdloga Ras A
RORI1-AS1 - ROR1 Antisense RNA 1; IncRNA
ROS1 — Recetor tirosina quinase

RT — Radioterapia

RT-PCR - Real Time PCR

S1PR2 - Recetor de esfingosina-1-fosfato

SGK1- Quinase 1 regulada por soro e glicocorticoide
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SII - indice de inflamagdo imunoldgica sistémica

SNC — Sistema Nervoso Central

SOCS - Supressores de sinalizagao de citocinas

SPEN — Gene supressor de tumor

SPIB - Fator de Transcri¢do Spi-B

STAT - Transdutor de sinal e ativador da transcri¢ao
SUV max— Valor maximo de supressao padrao

TAMs — Macrofagos associados a tumores

TARC - Timo e quimiocina regulada por ativagao
TBL1XR1 — Transducin Beta Like 1 X-Linked Receptor 1
TBX21 — Fator de Transcri¢ao T-Box 21

TCF4 — Fator de transcrigao 4

TET - Ten-Eleven Translocation

TFH — Fenétipo T follicular helper

TGF-B — Fator de crescimento transformador beta

TH — Linfécitos T-helper

THRLBL - Linfoma de grandes células B rico em células T
TLG - Glicolise de Lesao Tumoral

TLR — Toll-Like Receptors

TME — Microambiente tumoral

TMV — Volume metabolico do tumor

TNF — Fator de necrose tumoral

TNFAIP/s - Gene da proteina induzida pelo fator de necrose tumoral alfa

TNFRS14 - Membro da superfamilia 14 do recetor do fator de necrose tumoral
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TP53 — Proteina supressora de tumor p53

TP63 - Proteina supressora de tumor p63

TPM3 - Tropomiosina 3

TRAF - Fator associado ao recetor do fator de necrose tumoral
TYK2 — Tirosina quinase 2

USA - Estados Unidos da América

VEGF - Fator de crescimento endotelial vascular

XPO — Exportina

B2-MG - B2-microglobulina
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1. Introducao

Linfomas sdo um grupo de neoplasias originadas a partir de células do sistema

imunologico — os linfocitos. (1)

Os linfocitos, comumente conhecidos por “globulos brancos”, sao células sanguineas,
que circulam tanto pela corrente sanguinea como pela corrente linfatica em defesa do
nosso sistema contra invasdes estranhas ao nosso organismo. Podem ser diferenciados
em linfocitos B, associados a producdo e libertagdo de anticorpos; linfocitos T,
responsaveis pela destrui¢ao de antigénios, quer diretamente por agao citotdxica, quer

indiretamente por ativacao de macrdéfagos ou linfocitos B; e linfocitos Natural Killer.

Tanto os linfocitos B como os T sdo originados ao nivel da medula 6ssea, porém, apenas
os linfécitos B amadurecem na mesma; os linfocitos T migram para o timo onde sofrem
maturacdo. (2) Nestes processos desenvolvem-se mutacdes que poderdo dar origem a

um clone de células alteradas, com elevadas taxas de replicagdo, gerando linfomas.

Ha, praticamente, 200 anos que este grupo de neoplasias tem gerado especial interesse.
Em 1832, Thomas Hodgkin, responsdvel pela manutencdo e estudo de uma colegdo
cientifica e anatdémica de um hospital londrino, descreve pela primeira vez aquilo que,
conhecemos como linfoma de Hodgkin. Contudo, consta-se uma possivel referéncia a

esta doenga, por Marcello Malpighi, um médico de renome, em 1666. (3)

Atualmente, os linfomas continuam a ter uma forte prevaléncia face as restantes
neoplasias sanguineas major (Figura 1). Dados da Sociedade de Leucemias e Linfomas
estimaram cerca de 89 mil novos casos de linfomas nos USA para o ano de 2024,

representando 48% da incidéncia neste grupo de neoplasias sanguineas. (4)

Mieloma 19%
35780 Casos

Linfoma 48%
89190 Casos

- Leucemia 33%

62770 Casos

Figura 1 - Estimativa de Casos de Leucemia, Linfoma e Mieloma em 2024
adaptado de (4)
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No entanto, globalmente, segundo analises estatisticas estimadas entre 2012 e 2021,
tanto a taxa de incidéncia como a de mortalidade, em ambos os tipos de linfomas
(Hodgkin e ndo-Hodgkin), t€ém vindo a reduzir, revelando avangos de diagndstico

precoce, de progndstico e de evolugao terapéutica. (5,6)

Em Portugal, a institui¢ao Lymphoma Coalition, identificou cerca de 2098 novos casos
de linfoma nao-Hodgkin, em 2020, o que reflete uma incidéncia significativa na nossa
populacdo. A taxa de mortalidade apresenta-se acima da média, em comparagdo com
os paises participantes no estudo. Quanto ao linfoma de Hodgkin, tanto a incidéncia
como a taxa de mortalidade em Portugal sdo menos preocupantes, no entanto, o seu
diagnéstico e evolucdo terapéutica ndo deixam de ser pilares relevantes para que se

continue a verificar a necessidade de otimizagdo destes parametros. (7)

Com os avangos na compreensao dos mecanismos subjacentes a origem dos linfomas,
surgiram biomarcadores de diagndstico que permitiram diferenciar os diferentes

subtipos, gerando, consequentemente, terapéuticas mais direcionadas/personalizadas.

Por outro lado, o surgimento de biomarcadores de progndstico tornou-se de extrema
importancia para a estratificagdo de doentes em grupos de risco, o que impactou
drasticamente o direcionamento da terap€utica, bem como, os resultados clinicos dos
doentes. (8) Ambos os tipos de biomarcadores culminam num forte impacto na eficacia
terapéutica que, apesar de ainda ter muita margem de aperfeigoamento, tem vindo a

progredir a um bom ritmo.

2. Objetivos

Neste contexto, esta revisdo da literatura tenciona explorar, aprofundadamente, o papel
dos diferentes biomarcadores em linfomas. Pretende-se: identificar e rever os
biomarcadores mais relevantes para um diagnostico preciso; proceder a avaliagdo do
seu impacto de acordo com a estratificacdo de risco, bem como, com a previsao da
evolucdo clinica com base nos biomarcadores de prognostico; e ainda explorar os

biomarcadores utilizados para monitorizar a resposta/eficdcia terapéutica.

Adicionalmente, analisa as atualizagdes mais recentes da literatura, destacando os
avangos cientificos, bem como, algumas lacunas que persistem, com vista a contribuir
para a otimizagdo do tratamento clinico destas neoplasias, propondo caminhos para

futuras investigacdes e possiveis inovagdes na area.
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3. Materiais e Métodos

A presente dissertagdo foi realizada e estruturada com recurso a uma pesquisa
bibliografica exaustiva utilizando as bases de dados PubMed e Google Scholar,
reconhecidas pela sua abrangéncia e fiabilidade na disponibilizagdo da literatura
cientifica na area das ciéncias da satude.

A estratégia de pesquisa baseou-se na utilizagdo de palavras-chave, selecionadas de
acordo com o objetivo da investigacdo (p.e. Biomarcadores; Diagnostico; Hodgkin;
Linfoma; Progndstico) e, sempre que se considerou necessario foram aplicados filtros
para restringir resultados a publicacdes dos tltimos 5 anos.

Os artigos incluidos foram selecionados com base na sua relevancia, na atualidade da
informacdo e na credibilidade das fontes. Foram privilegiados estudos originais,
revisOes sistematicas, meta-analises, entre outros, publicados em revistas com
arbitragem cientifica.

Apbs a selecdo e leitura dos artigos, a informacdo recolhida foi otimizada e
transformada numa analise que culmina na identificagdo dos biomarcadores mais
relevantes para a pratica clinica atual, bem como, na discussdo das suas limitagdes e

perspetivas futuras.

4. Linfomas: Aspetos Gerais

4.1. Tipos de Linfomas

Tradicionalmente, os linfomas sdo classificados como linfoma de Hodgkin e linfoma
nao-Hodgkin. (9) Recentemente, em 2017, esta classificacdo foi revista face a
classificacdo da OMS relativamente aos tumores dos tecidos hematopoiéticos e
linfoides, atualizando a de 2008, trazendo novos subtipos, bem como, novas perspetivas

de diagnostico e tratamento. (10)

Atualmente existem mais de 80 subtipos de linfoma distintos, subtipos estes que sdao
definidos de acordo com a sua morfologia, imunofenotipo, lesdes genéticas e perfis
moleculares, caracteristicas clinicas e derivacdo celular. Dependendo do subtipo, a
doenga pode ser agressiva, progredir rapidamente ou ser considerada curavel, com isto
torna-se essencial o desenvolvimento continuo de ferramentas de diagnostico,

estratificagdo prognostica, bem como, monitorizacao da eficacia terapéutica. (9)
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Um principio universal na previsao do resultado de uma condi¢do maligna € que quanto
mais cedo for feito o diagndstico, melhor serd o progndstico. Ambos os perfis de doenca

obedecem a este principio € ¢ no momento do diagndstico que se observam as primeiras

semelhangas entre os dois tipos de linfoma como descrito na Tabela 1. (11)

Tabela 1 - Caracteristicas dos LH e LNH adaptado de (4,11)

Caracteristicas dos linfomas de Hodgkin e nao-Hodgkin
Linfoma de Hodgkin (LH) | Linfoma ndo Hodgkin (LNH)
Idade de Jovens adultos e adultos com | Adultos com mais de 55 anos.
Apresentagdo | mais de 60 anos.
Sintomas Reducdo da capacidade de combater infegdes, hematomas ou
Comuns hemorragias, linfadenopatia palpavel, “sintomas B”.
Subtipos cHL (4 subtipos) + NLP-HL | Mais de 60 subtipos.
Diagnostico * Linfadenopatia simétrica; | * Linfoadenopatia assimétrica;
+ Distribuicdo da parte | * Locais de doengas acima e abaixo
superior do corpo; do diafragma;
* Presenca de células de | * Auséncia de células de Reed
Reed Sternberg; Sternberg;
* Poucos  marcadores | * Marcadores celulares especificos,
celulares. incluindo CD19 e CD20.
Tratamento Regime de quimioterapia | Terapéutica medicamentosa
S combinada ABVD, mais | combinada = CHOP/CVP  (+/-
(Primeira linha) ) i ) )
radioterapia de | anticorpo  monoclonal), mais
consolidagao, se indicada. radioterapia de consolidagdo, se
indicada.
Prognoéstico | Uma taxa de sobrevivénciaa | Uma taxa de sobrevivéncia a 5
10 anos de 75%, com muitos | anos de 50-70%, dependendo do
doentes curados para a vida. | estadio.

LH: Linfoma de Hodgkin; LNH: Linfoma ndo Hodgkin; cHL: Linfoma de Hodgkin classico; NLP-HL:
Linfoma de Hodgkin predominante em linfocitos nodulares; CD: Cluster de diferenciacdo; ABVD:
Quimioterapia combinada de doxorrubicina, bleomicina, vinblastina e dacarbazina; CHOP:
Quimioterapia combinada de ciclofosfamida, cloridrato de doxorrubicina, sulfato de vincristina e
prednisona; CVP: Quimioterapia combinada de ciclofosfamida, sulfato de vincristina e prednisona

Um sinal precoce comum entre ambos os linfomas ¢ um aumento indolor de um ou
mais ganglios linfaticos, porém, esta manifestacdo ndo ¢ especifica, visto que, pode ser

o resultado de uma inflamacdo no corpo, ndo necessariamente um sinal de linfoma. (4)
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Para além disso, a presenca de “sintomas B”, que agrupa manifestagdes como febre,
perda de peso e suores noturnos, sugere a probabilidade de um pior progndstico em
ambos os grupos de doentes, comparando com aqueles que apresentam um noédulo

palpavel ou dor causada por uma massa interna. (12)

Outras manifestagdes estdo menos bem definidas e podem incluir indigestdao, dor,
infecdo repetida, hematomas ou hemorragia inesperada. Embora nao sejam especificos
do linfoma, se um doente apresentar previamente estes sintomas, deve ser suficiente

para levantar a suspeita de um diagnostico maligno. (12)

Alguns individuos podem nao apresentar sinais/sintomas, sendo o caso dos linfomas
indolentes, onde diagndstico ¢ feito com o resultado de exames fisicos e testes

periodicos.

Tanto os doentes diagnosticados com LH e LNH sao diagnosticados por bidpsia dos
ganglios linfaticos, seguida de uma nova bidpsia da medula 6ssea, para confirmar um

diagndstico positivo.

Ao fazer um diagnostico, a diferenca notavel nas caracteristicas entre os dois linfomas
estd no padrdo dos locais da doenga. O LH esta, normalmente, localizado no tecido
linfatico da parte superior do corpo como o pescogo, torax e axila, sendo que, a
linfadenopatia mostra frequentemente simetria, mas ndo ¢ contigua. O LNH tem um
padrao diferente: o agrupamento de ganglios linfaticos ¢ comum e a doenca pode
apresentar-se acima/abaixo do diafragma, ou ambos, estando este ultimo associado a

um pior prognostico. (11)

Assim, estas neoplasias sdo estratificadas em diferentes estadios através do sistema Ann

Arbor como descrito na Tabela 2:
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Tabela 2 — Estadios dos Linfomas segundo Ann Arbor adaptado de (11-13)

Estadio Caracterizacio da Doenca

I Envolvimento de uma tunica regido de ganglios linfaticos ou de um
unico oOrgao/local extralinfatico. Uma unica regido de ganglios
linfaticos pode incluir um ganglio linfatico ou um grupo de ganglios
linfaticos adjacentes.

II Envolvimento de duas ou mais regides de ganglios linfaticos do mesmo
lado do diafragma ou envolvimento localizado/limitado de um 6rgdo ou
sitio extralinfatico.

I Envolvimento de regides de ginglios linfaticos ou estruturas linfoides
em ambos os lados do diafragma, possivelmente com envolvimento
localizado de um 6rgéo fora do sistema linfatico ou do bago.

v Envolvimento extralinfatico difuso/disseminado, com ou sem
envolvimento linfatico associado.

Variaveis | A: assintomatico/indolente;

Adicionais B: presenga de sintomas B ao longo de 6 meses;
E: extensdo extranodal limitada em pacientes com doenga em estadio |
ou envolvimento de um Unico sitio extranodal, contiguo ou proximal a
um sitio nodal conhecido;
S: envolvimento esplénico;
X: doenca volumosa: massa nodal >1/3 do didmetro intratoracico ou 10
cm de dimensao.

4.1.1. Linfoma de Hodgkin

4.1.1.1.

Classificacao

O LH surge comumente nos ganglios linfaticos cervicais e sendo o Unico, entre todos

os linfomas de linfécitos B, com origem nas células malignas de Hodgkin e Reed—

Sternberg (HRS). (14,15)

Estas células sdo caracteristicas do linfoma de Hodgkin classico (cHL), o subtipo mais

prevalente, sendo responsavel por, aproximadamente, 95% de todos os LH e ¢

subdividido em quatro subgrupos: esclerose nodular (NSHL), onde os ganglios

linfaticos envolvidos contém elementos de tecidos fibrosos (esclerose); rico em

linfocitos (LRHL), que, tal como o nome indica os ganglios linfaticos envolvidos

contém numerosos linfocitos de aparéncia normal e células HRS; celularidade mista
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(MCHL), cujos ganglios linfaticos envolvidos contém células HRS e varios outros tipos
de células; e deplecao de linfocitos (LDHL), onde os ginglios linfaticos envolvidos
contém poucos linfécitos normais, mas numerosas células HRS. Assim, os subtipos
diferem entre si na apresentacdo, locais de envolvimento, bem como, na epidemiologia

e associagao com o virus Epstein—Barr (EBV). (13-16)

Para além do cHL, também podem ser classificados em LH predominantes de linfocitos

nodulares (NLP-HL), sendo estes menos comuns. (14,15)

Este subtipo ¢ distinto do cLH em muitos aspetos importantes, incluindo o
comportamento clinico, o quadro histologico, o fendtipo, o padrao de expressdo génica
das células do linfoma e o padrao de lesdes genéticas. As células associadas a este tipo
de neoplasia assemelham-se amplamente as cé¢lulas B do centro germinativo (GC) no
seu fenotipo, recetores das células B (BCRs) funcionais, ndo apresentam infe¢do por

EBV e, geralmente, ndo geram células multinucleares. (15)

4.1.1.2. Etiologia e Fisiopatologia

Apo6s em 1832, Thomas Hodgkin ter descrito varios casos de um tumor que mais tarde
veio a ser denominado por doenca de Hodgkin, Carl Sternberg em 1898 e Dorothy Reed
em 1902, descreveram, pela primeira vez, as caracteristicas microscopicas do quadro

histologico deste tumor, bem como, as designadas células HRS.

Estas células s3o caracteristicas do cHL, tendo sido definidas como células grandes e
multinucleadas, contendo dois nucleos de imagem espelhada (olhos de coruja) dentro
de um fundo celular reativo, com uma morfologia estranha e um fenétipo que ndo

representa qualquer tecido corporal normal (Figura 2). (14,17)

Figura 2 - Células de Reed-Sternberg adaptado de (18)
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As células HRS derivam de linfécitos B do GC, com mutagdes do segmento da regido
variavel das cadeias leves e pesadas da Ig. Sao pré-apoptoticas, tendo pouca capacidade
proliferativa (Figura 3). Deste modo, a expansdo de clones malignos de células HRS ¢
impulsionada pela proliferacdo de células de Hodgkin mononucleares, uma vez que,

estas cé€lulas, provavelmente, derivam da endomitose de células de Hodgkin. (15)
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Figura 3 - Reacio do centro germinativo (GC) e cenarios para o desenvolvimento

do cHL adaptado de (15). Os linfécitos B naive, apés ativagdo antigénica, migram para o GC, onde
iniciam o processo de maturagdo. Na dark zone, os centroblastos, proliferam, sofrem hipermutagio
somatica e recombinacdo de mudanca de classe dos genes da Ig, mecanismos que visam aumentar a
afinidade do BCR ao antigénio. Os centrocitos, migram para a light zone, onde sao sujeitas a selecao pela
afinidade ao antigénio expresso pelas FDCs ¢ TFH. As células que apresentarem elevada afinidade
diferenciam-se em plasmocitos ou linfocitos B de memoria, caso contrario, serdo direcionadas para a
morte celular. No caso do LH, acredita-se que alguns linfocitos B CD30+ do GC escapam a apoptose,
apesar da sua seleg@o negativa, estas células apresentam rearranjos clonais da regido variavel das cadeias
pesadas e leves da Ig, comprovando a sua origem B. Porém, exibem uma perda marcada da expressdo
dos genes que definem a identidade B, acompanhada de alteracdes epigenéticas, e, frequentemente,
processos aberrantes de divisdo celular, como a endomitose, que contribui para a morfologia
multinucleada tipica das células HRS. CSR: Class Switch Recombination; TFH cell: T Follicular Helper
cell; FDC: Follicular Dendritic Cell; LP cell: Lymphocyte Predominant cell; HRS cell: Hodgkin and
Reed-Sternberg cell

No entanto, isso ndo significa que as células de HRS sejam completamente irrelevantes
para a fisiopatologia da doenca, visto que, essas células contribuem para moldar o
microambiente, pois interagem com outras células imunes e secretam diversos fatores

imunomoduladores, incluindo IL-5 e o TGF-B. (15,17,19)

A etiologia exata do LH ¢ desconhecida. Porém, hd um risco acrescido em individuos

infetados com EBV e HIV, com doencas autoimunes e imunodeprimidos. (14)
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Estudos revelaram a expressao da proteina de membrana latente 1 (LMP1) codificada
pelo EBV em células HRS em cerca de 40% dos casos de cHL estudados, validando
uma infe¢do latente de células HRS por EBV numa fragdo substancial de casos. (15)
Esta infecdo latente em linfocitos B da-se, uma vez que, o EBV infeta células B naive,
que, ao passarem por reagdoes no GC, culminam, finalmente, na residéncia do virus em
linfécitos B de memoria. Uma vez infetados, inicia-se a fase de proliferacao. (19)

Verificou-se ainda que o EBV ¢ mais comum nos subtipos MCHL e LDHL. (14)

4.1.1.3. Epidemiologia

A doenca representa, cerca de 10% dos casos de linfoma recém-diagnosticado. A
incidéncia de LH na Europa ¢ de 2,2 por 100.000 por ano, com uma reduzida taxa de
mortalidade, 0,7 casos/100.000 por ano. E mais frequente em homens, e os picos de

incidéncia sdo observados em jovens adultos € em pessoas com mais de 60 anos.

A incidéncia dos subtipos de cHL ¢ a seguinte: NSHL (70%), MCHL (25%), LRHL
(5%) e LDHL (menos de 1%). O NLP-HL representa 5% dos LH em geral. (14,16)

4.1.14. Terapéutica Atual

O tratamento inicial do LH depende do subgrupo, existindo trés subgrupos de
tratamento: 1) pacientes com doenga em estadio inicial com fatores progndsticos
favoréveis, 2) pacientes com doenga em estadio limitado que tém fatores progndsticos

desfavoraveis e 3) aqueles com doenca em estadio avangado.

Pacientes que estdo em estadio inicial com caracteristicas prognosticas favoraveis sao
tratados com quimioterapia de curta duragdo, normalmente dois ciclos de ABVD
seguidos por radioterapia (RT) (Figura 4). Cada ciclo tem a duragao de 28 dias, sendo
todos os medicamentos administrados nos dias 1 e 15, juntamente com uma série de
medicamentos de suporte adaptados as necessidades de cada doente. (11,14) A resposta
a terapia ¢ determinada por uma tomografia por emissao de poésitroes (PET), usada para
otimizar a terapéutica, permitindo a redu¢do da intensidade e toxicidade do tratamento.

(14,16)

Pacientes que estdo em estadio limitado da doenca com caracteristicas desfavoraveis,
como doenga volumosa ou com extensao extra-nodal, sdo tratados com um curso mais

longo de quimioterapia (4 a 6 ciclos) seguido por uma dose maior de RT. (14)
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Em doentes de estadio avancado, diferentes regimes de quimioterapia (por exemplo,
BEACOPP escalonado) podem ser usados, mas o padrdo de tratamento ¢ ABVD. (14)
A radiagdo, em geral, ndo ¢ benéfica nestes pacientes. Apesar da alta taxa de cura, em
média 10% dos pacientes com LH sdo refratarios ao tratamento inicial, e até¢ 30% dos

doentes tém recaida apos atingir uma remissdo completa com terapia inicial. (14)

A quimioterapia de alta dose, seguida de transplante autélogo de células-estaminais, é
o padrdo de tratamento para doentes refratarios/com recaida. Para pacientes que falham
no transplante autélogo, as opgdes de tratamento incluem brentuximab vedotina (ao
invés de bleomicina), imunoterapia com bloqueio de PD-1, transplante alogénico nao

mieloablativo ou outros potenciais medicamentos ainda em ensaios clinicos. (14)

A eficacia terapéutica ¢ bastante elevada, pelo que, existe uma grande taxa de doentes

que ficam curados.

Diagnosis of limited-stage HL®
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Figura 4 - Algoritmo terapéutico para LH em estadio inicial recém-diagnosticado,

adaptado de (20). ABVD: doxorrubicina/ bleomicina/ vinblastina/ dacarbazina; BEACOPPesc:
bleomicina/ etoposideo/ doxorrubicina/ ciclofosfamida/ vincristina/ procarbazina/ prednisona em dose
escalonada; CT: tomografia computadorizada; HL: linfoma de Hodgkin; ISRT: radioterapia do sitio

envolvido; PET: tomografia por emissao de positroes.
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4.1.2. Linfoma nao-Hodgkin

4.1.2.1. Classificacao

Atualmente, s3o conhecidos mais de 60 subtipos de LNH, categorizados de acordo com
as caracteristicas das células do linfoma, incluindo o seu aspeto, presenca de proteinas

na superficie celular e caracteristicas genéticas. (21)

Existem diferentes formas de classificar este tipo de neoplasias. A Organizagdo
Mundial da Saude classifica esta patologia baseando-se na morfologia e linhagem
celular. Deste modo, dentro das categorias de linfocitos B e linfocitos T, sdo, ainda,
reconhecidas duas subdivisdes: neoplasias precursoras, que correspondem aos estadios

iniciais da diferenciagdo, e neoplasias diferenciadas/maduras. (22)

Alguns exemplos de subtipos de LNH derivados da linhagem das células B englobam
o linfoma difuso de grandes células B (DLBCL) e o linfoma folicular (FL). Por outro
lado, o linfoma periférico de células T (PTCL) e o linfoma cutdneo de células T

(CTCL), envolvem a linhagem dos linfocitos T e células NK.

Outra forma de classificagdo, adotada por especialistas, tem em conta a taxa de
progressdo da doenca, diferenciando os linfomas como neoplasias de crescimento
lento/indolente, representando 40% dos casos de LNH, e neoplasias de crescimento
rapido/agressivo, cerca de 60% como detalhado na Tabela 3. Nesta perspetiva, o
DLBCL ¢ o subtipo agressivo mais comum, enquanto FL o subtipo indolente mais

predominante. (21)

No caso de LNH de células T e NK, por exemplo, podemos ainda classifica-los quanto
a sua extensdo, existindo linfomas sistémicos, como ¢ o caso do PTCL, e cutaneos,
como o CTCL. Em geral, os linfomas sist¢émicos acabam por ser mais agressivos,

enquanto os cutineos sdo indolentes. (21)

O subtipo diagnosticado, indolente/agressivo, determina o tipo de tratamento, pelo que,
um diagnoéstico preciso ¢ de extrema importancia. Linfomas indolentes apresentam
linfadenopatia crescente e decrescente por muitos anos, sendo doentes que apresentam
menos manifestacdes. Por outro lado, os linfomas agressivos tém sintomas B
especificos, podendo resultar em morte em poucas semanas, caso nao sejam tratados.
Por vezes, as formas indolentes de LNH transformam-se posteriormente numa forma

agressiva da doenga. (21,23)
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Tabela 3 - Designacoes de diagnéstico para o LNH adaptado de (21)

Linfomas de células B (85-90%)

Linfomas de células T e NK (10-15%)

Agressivo

Sistémico

Linfoma difuso de grandes células B
(DLBCL) (30%)

Linfoma periférico de células T, (PTCL)
(6%)

Linfoma de células do manto (3%)

Linfoma anaplésico sistémico de células
grandes (2%)

Linfoma linfoblastico (2%)

Linfoma linfoblastico (2%)

Linfoma de Burkitt (2%)

Linfoma hepatoesplénico de células T

Linfoma primario de grandes células B

Linfoma intestinal de células T associado
a enteropatia

Indolente

Cutaneo Primario

Linfoma folicular (FL) (22%)

Linfoma cutaneo de células T (CTCL)
(4%)

Linfoma de zona marginal (7%)

Linfoma anaplasico cutaneo primario de
células grandes

Leucemia linfocitica créonica/linfoma
linfocitico de pequenas células (7%)

Linfoma subcutidneo de células T

semelhante a paniculite

Linfoma do tecido linféide associado a
mucosa gastrica (MALT) (8%)

4.1.2.2.

Etiologia e Fisiopatologia

Os LNHs podem estar associados a diversos fatores, como fatores ambientais,

translocacdes cromossdmicas, infegdes/inflamacdes cronicas, imunodeficiéncia. (22)

Diferentes agentes infeciosos foram associados a LNH, dada a capacidade de induzir

estimulacdo antigénica crénica e desregulacdo de citocinas, levando a estimulagdo

descontrolada de linfocitos B ou T, proliferagdo e linfomagénese (21,23):

e O EBYV esta associado a variante endémica do linfoma de Burkitt;

e O virus da leucemia de células T humanas tipo 1 causa linfoma de células T;

e O virus da hepatite C (HCV) resulta em expansdes clonais de células B,

podendo dar origem a linfoma da zona marginal esplénica e o DLBCL;
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e O herpes virus humano esté associado ao linfoma de efusdao primario sendo um
LNH raro de células B de alto grau associado ao sarcoma de Kaposi;
e A infecdo por Helicobacter pyloriestd associada ao desenvolvimento de

linfomas gastrointestinais (GI) primarios, particularmente linfomas MALT.

Adicionalmente, fatores ambientais como a exposi¢ao a produtos quimicos, entre os
quais, pesticidas, quimioterapia e exposi¢ao a radiacao, predispdem o desenvolvimento
de LNH. Medicamentos como fenitoina, digoxina e antagonistas do TNF também estdo

associados a esta neoplasia. (22)

Por fim, tanto os estados de imunodeficiéncia, como doenca de imunodeficiéncia
combinada grave ou sindrome de Wiskott-Aldrich, e de inflamagao cronica em doentes
com disturbios autoimunes, como sindrome de Sjogren, artrite reumatoide e tireoidite

de Hashimoto estao associados a um risco aumentado de LNH. (23)

Em termos fisiopatologicos, este tipo de linfoma desenvolve-se a partir de uma
expansdo clonal progressiva dos diferentes tipos de linfocitos, decorrentes de uma
acumulagdo de lesdes que afetam proto-oncogenes/genes supressores de tumor,
resultando na imortalizacdo da célula. Os proto-oncogenes sdo ativados pela
translocacdo cromossdmica e os genes supressores de tumores sdo inativados pela

deleg¢do cromossdmica ou mutagdo. (22,23)

O DLBCL tem esta designagdo gracas a sua aparéncia ao microscopio, apresentando
um padrdo de crescimento amplo ou difuso, onde, as células malignas de grande

tamanho crescem em todo o tecido e ndo em aglomerados. (21)

Este tipo de tumor pode ainda ser subdividido devido as alteragdes genéticas que
surgem no processo de diferenciagdo/maturacdo dos linfocitos B, distinguindo-se os

dois subtipos: células B do centro germinativo (GCB) ou células B ativadas (ABC).

Deste modo, o DLBCL GCB expressa genes caracteristicos de linfocitos B do GC,
estando associado a translocagdes genéticas que envolvem a amplificacdo de BCL-2,
bloqueando o processo de morte celular programada. Por outro lado, o subtipo ABC
expressa genes normalmente induzidos durante a ativagdo in vitro de linfécitos B do
sangue periférico, gerando amplificacdes frequentes do oncogene SPIB, trissomia
recorrente para o cromossoma 3 e ativacdo da via de sinalizagcdo do fator nuclear

antiapoptotico (NF)-kB, o que aumenta a proliferagdo celular. (24)
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Quanto ao FL, tal como o nome indica os ganglios linfaticos apresentam-se como
foliculos de tamanho varidvel, compactados, contendo pequenas células clivadas sem
nucléolos (centrdcitos) e células maiores ndo clivadas com citoplasma moderado,
cromatina aberta e multiplos nucléolos (centroblastos). Origina-se a partir de linfocitos
B do GC ou folicular e, a maioria dos casos surge apds a translocagdo genética

(14;18)(g32;921), levando a superexpressao de proteinas antiapoptéticas (BCL-2). (25)

Linfoma MALT ¢ um linfoma extranodal da zona marginal, frequentemente, observado
no estdmago, associado a infe¢do por H. pylori, podendo envolver outra mucosa. A
morfologia deste tipo de linfoma reproduz, tipicamente, o tecido linfoide associado a
mucosa normal, porém, com foliculos reativos contendo células neoplésicas a ocupar a
zona marginal. O clone maligno ¢ varidvel, o tecido envolvido demonstra um infiltrado

polimorfo de pequenos linfocitos e células grandes ativadas, que sdo minoria. (26)

Finalmente, os PTCLs sdo um grupo heterogéneo de disturbios linfoproliferativos
decorrentes de células T maduras (Figura 5). Os subtipos mais comuns tém uma
apresentacdo, predominantemente, nodal e incluem PTCL sem outra especificacdo
(PTCL-NOS), representando cerca de 30% de todos os PTCLs nodais; linfoma
angioimunoblastico de células T (AITL); e linfoma anaplasico grande (ALCL),
responsavel por menos de 5% dos LNH e 12% de todos os PTCLs. (27,28)

PTCL-NOS envolve frequentemente locais nodais e estd associado a baixas taxas de
sobrevivéncia global (OS) e de sobrevida livre de eventos em comparagdo com
linfomas agressivos de células B. Estudos de perfil de expressdo génica e algoritmos de
imuno-histoquimica (IHC) identificaram 2 subgrupos moleculares principais de PTCL-

NOS (caracterizados por alta expressdo de GATA3 ou TBX21). (27,28)

AITL ¢ a forma classica do fenotipo TFH (7-follicular helper), apresentando-se com
linfadenopatia generalizada e estando associada a hipergamaglobulinemia,
hepatomegalia/esplenomegalia, eosinofilia, erupcao cutanea e febre. AITL também ¢

caracterizada pela presenca de linfocitos B positivos para o EBV. (27,28)

Por outro lado, ALCL, subtipo que expressa CD30, estd dividido, principalmente, em
ALCL ALK+, mais comum em criangas € adultos jovens, sendo ¢ caracterizado pela
superexpressao da proteina ALK-1, resultante de uma translocacdo cromossomica
t(2;5) em 40% a 60% dos pacientes, ¢ em ALK-, caracterizado pela presenca de

rearranjos de DUSP22 e TP63. (27,28)
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PTCLs
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Lymph node Extranodal
TFH PTCL-NOS ALCL ENKTL-N
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Figura 5 - Classificacio dos linfomas de células T periféricos, adaptado de (29)
PTCLs: linfomas de células T periféricos; TFH: célula T follicular helper; ALK: cinase de linfoma
anaplasico; AITL: linfoma de células T angioimunoblastico; PTCL-TFH, linfoma de células T follicular
helper; PTCL-NOS: tumor de linfoma de células T periférico sem outra especificacdo; ALCL: linfoma
anaplasico de grandes células; ENKTL-N: linfoma extranodal de células NK.

4.1.2.3. Epidemiologia

O LNH ¢ a neoplasia hematopoiética mais prevalente, estimando-se que representa
cerca de 4% de todos os cancros, sendo, frequentemente, diagnosticado a partir dos 55
anos. As excegoes passam pelos linfomas linfoblasticos de elevado grau e os pequenos

linfomas nao clivados, que sdo mais comuns em criangas € jovens adultos. (22)

Para além disso, dependendo do subtipo, as areas geograficas mais predominantes
também sdo distintas. Assim, podemos apontar que o FL ¢ mais comum nos paises
ocidentais, enquanto, linfomas das células T sdo mais comuns na Asia. Por outro lado,
o linfoma de Burkitt relacionado com o EBV (endémico) é mais comum em Africa, no

entanto, a variante esporadica € recorrente nos USA e na Europa Ocidental. (23)

4.1.2.4. Terapéutica Atual

A terapéutica adotada no LNH baseia-se em diversos fatores, entre os quais, o tipo de
LNH, estadio da neoplasia, caracteristicas histopatologicas e sintomas. Os tratamentos

mais comuns incluem quimioterapia, RT, imunoterapia, transplante de células
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estaminais e, em casos raros, cirurgia. A imunoterapia, ou seja, rituximab (anti-CD20),

¢ comumente utilizada em combinagdo com quimioterapia.

Linfoma difuso de grandes células B (DLBCL): Na terapéutica de primeira linha para
doentes de baixo risco, ou seja, nos estadios I ou II, o regime frequentemente
administrado ¢ o R-CHOP (rituximab, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e
prednisona) por 3 a 6 ciclos. Em doentes de elevado risco, onde se inserem os doentes
nos estadios III e IV, um ensaio clinico recente demonstrou superioridade de sobrevida
livre de progressao (PFS) e redugdo da necessidade de novas linhas de tratamento
quando, no regime R-CHOP, substituimos polatuzumab vedotina pela vincristina.

Nestes casos sao realizados 6 ciclos de tratamento. (23,30)

Em doengas refratarias podera ser necessario recorrer a transplantes de medula 6ssea
ou terapia através de células T do recetor de antigeno quimérico (CAR-T). Testes de

imagem, como PET, sdo feitos para avaliar a resposta ao tratamento apos 2 a 4 ciclos.

(23,30)

Linfoma folicular (FL): Nos estadios iniciais (I e II) a terapéutica preferencial com
intengdo curativa passa pela RT. No entanto, estudos recentes revelaram que a
combinac¢do de RT com quimioterapia com rituximab melhorou a PFS em comparacgao
com a RT isolada, podendo, deste modo, esta combina¢do proporcionar um melhor

equilibrio entre eficacia e efeitos secundarios. (25,31)

Em estadios avangados a terapé€utica foca-se na melhoria da qualidade de vida, alivio
dos sintomas e reversdo de citopenias. Assim, doentes assintomaticos sdo apenas
observados de perto, sem qualquer intervencao, uma vez que, ndo foram demonstradas
alteracoes significativas na utilizacdo da terapé€utica. Por outro lado, anticorpos anti-
CD20 (obinutuzumab, rituximab) sdo combinados com regimes de quimioterapia

(CHOP/CVP) para o tratamento de FLs sintoméaticos avangados (Figura 6). (25,31)
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N WV v
Prognosis Symptoms Patient priority
Stage® N(? symptoms Long remission
FLIPI -2 Mild symptoms Better quality of life
Grade Life-forgan-threatening

Mild symptoms:
Mon-ChT treatment [Ill, C]

Asymptomatic cases: High tumour burden:

Watch-and-wait [I, A]

ImmunoChT

Rituximab [Ill, B] (G/R-B, G/R-CHOP, G/R-CVP) [I, A]

Consider:
Antibody maintenance (or radicimmunotherapy) [, B]

In selected cases:
Rituximab-lenalidomide® [I, C]

Figura 6 - Algoritmo terapéutico no Linfoma Folicular, adaptado de (31)
B: bendamustina; CHOP: ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, prednisolona; ChT: quimioterapia;
CVP: ciclofosfamida, vincristina, prednisolona; FL: linfoma folicular; FLIPI 1-2: indice Prognostico
Internacional de Linfoma Folicular 1-2; G: obinutuzumab; R, rituximab.

Linfoma do tecido linféide associado a mucosa gastrica (MALT): O tratamento de
primeira linha ¢ direcionado a erradicacao do H. pylori com antibioticos, uma vez que,
resultou na regressao do linfoma e no controlo da doencga a longo prazo na maioria dos
pacientes. Frequentemente, adota-se a combinagdo de inibidores da bomba de protdes
(IBPs) com amoxicilina e claritromicina administrados por 10 a 14 dias. No entanto,

este regime terapéutico depende da resisténcia local do H. pylori aos antibidticos. (26)

Linfomas periféricos de células T (PTCL): Os regimes de quimioterapia baseados
em antraciclinas (por exemplo, CHOP ou CHOP + etoposideo [CHOEP] ou EPOCH
com dose ajustada) sdo os regimes de terapia de primeira linha mais comumente usados

porque estdo associados a uma tendéncia na reducdo da mortalidade. (27)
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5. Biomarcadores

Um biomarcador ¢ uma molécula bioldgica, presente no sangue, noutro fluido corporal

ou tecidos, resultante de uma condigao fisiologica ou anormal, ou de uma doenga. (32)

Neste caso, os biomarcadores tumorais sao substancias produzidas por tumores ou pelas
respostas do corpo aos mesmos, durante o processo de génese e progressao,
demonstrando possuir valor critico a diferentes niveis, entre os quais no diagnostico

precoce, previsao de prognostico e monitorizagao da eficacia terapéutica. (33)

5.1. Principais Técnicas de Detecio de Biomarcadores

Existem diferentes técnicas de dete¢ao de biomarcadores que, dado a relevancia dos
biomarcadores, sdo de extrema importancia. Aquelas que mais se destacam, ao nivel
dos linfomas, passam pela IHC, citometria de fluxo, técnicas de biologia molecular,

bem como, técnicas de imagem (Tabela 4).

A THC ¢ uma técnica frequentemente utilizada quando se trata de diagndsticos baseados
em tecidos. Resumidamente, o seu principio central envolve a dete¢ao localizada de
uma proteina com recurso a um anticorpo acoplado com uma enzima que, na presenca

de substrato, da origem a um sinal cromogéneo visivel por microscopia. (34)

Obter informagdes relativas as biopsias de pequeno volume tem sido um grande desafio,
e, nestes casos, marcadores imunohistoquimicos podem ser muito uteis,
particularmente, na avaliacdo e diagnostico do cHL, bem como, noutros linfomas
morfologicamente semelhantes, como o linfoma de grandes células B rico em cé€lulas
T (THRLBL), onde biopsias de ganglios linfaticos de pequeno volume geralmente
representam a fonte de tecido da primeira linha, e o diagndstico diferencial inclui um

processo reativo. (35)

A imunofenotipagem por citometria de fluxo (FCI) ¢, igualmente, uma ferramenta
importante e indispensavel no diagnostico de linfomas de células B maduras,
particularmente para pesquisa de pequenas aspiragdes por agulha fina. A FCI tem vérias
vantagens, entre as quais analise qualitativa e quantitativa da expressdo de multiplos
antigénios em simultaneo. (36) Com isso, provou ser uma técnica superior a IHC, em

situagoes especificas, onde a analise depende da avaliagao de um marcador unico/duplo,
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com uma dose de subjetividade na expressao de antigeno. (37) Para além disso, ¢ uma
ferramenta confiavel, barata e rapida para estabelecer a origem monotipica ou politipica

de uma populagdo de linfocitos B. (38)

O PCR, como técnica molecular, é frequentemente utilizado, por exemplo, em linfomas
que estao associados a presenga do EBV como biomarcador viral. Deste modo, a
monitorizagdo destes subtipos de linfoma ¢ realizada por meio de técnicas de PCR
quantitativa (qPCR) aplicadas no sangue total/plasma. (39) Em pacientes com DLBCL,
a superexpressao de mRNA livre de oncogenes, incluindo BCL-2, foi demonstrada pela
monitorizagdo quantitativa em tempo real de reacdes de PCR (RT-PCR). Para além
destes casos, o PCR ¢ ainda utilizado noutros tipos de linfoma, por exemplo, para

quantificar translocacdes e alteragdes genéticas. (39)

FISH, hibridizagao fluorescente in situ, uma técnica molecular amplamente aplicada e
altamente sensivel na detecdo de sequéncias especificas de 4cidos nucleicos. E
utilizada, com sucesso, para investigar o papel do H2AX, variante de histona fosforilada
2AX em linfocitos B, biomarcador da resposta de reparagao do DNA, durante a troca

recombinatoria na classe de cadeia pesada de imunoglobulina. (40)

Finalmente, a sequenciacdo de ultima geracdo (NGS), oferece uma alternativa
molecular atraente devido a maior sensibilidade e ao beneficio potencial da
caracterizacdo gendmica direta e/ou mais ampla. (39) Assim, a NGS podera ser util na
caracterizacao de biomarcadores no diagnostico de invasdao do SNC e na previsao do
risco de recorréncia desta invasdo, que advém do diagndstico de linfomas agressivos.
Para isso, estuda-se o DNA derivado do tumor para rearranjos de genes de

imunoglobulinas clonotipicos no LCR de pacientes com linfomas. (41)

Para além disso, mais recentemente, a NGS tem sido frequentemente aplicada na
detegdo e quantificacdo de DNA tumoral circulante (ctDNA), ferramenta muito util no

estabelecimento do prognostico e eficacia terapéutica.

Quanto as técnicas de imagem, aquela que tem maior relevancia em linfomas ¢ a PET,
um tipo de exame de imagem que, ao detetar radiacdo apds a administracdo de um
material radioativo, gera imagens que podem fornecer informagdes sobre a funcdo de
um tecido, ajudando a identificar tecidos alterados. (42) A PET com flurodesoxiglicose
(FDG) surgiu como uma ferramenta importante no estadiamento de pacientes com LH

e LNH, pois acrescenta informacao significativa aos dados de estadiamento obtidos
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usando outros métodos radiograficos padrao. Para além disso, durante o tratamento, a
imagem de PET desempenha um papel proeminente nas decisdes da terapéutica
segundo o estadio. Esta técnica permite ajustes a terap€utica, abreviando o niimero de
ciclos administrados, quando adequado, evitando toxicidades, e fazendo um tratamento
adaptado a resposta do doente. (43) Resumidamente, a PET ¢ rotineiramente usada para
o estadiamento inicial e avaliacdo da resposta ao tratamento em pacientes com linfoma.
O volume metabdlico do tumor ¢ um biomarcador quantitativo baseado em PET que
permite a avaliacdo da carga total da doenga, tendo valor de prognostico em varios

subtipos de linfoma. (44)

Tabela 4 - Técnicas de dete¢ao de biomarcadores — Resumo

Técnica Linfoma Tipo de Exemplos
Biomarcador

Imunohistoquimica | LH; NLP-HL; | Diagnostico e | CD3, CD20, CD30, CDI5,
DLBCL; FL; | Prognostico PAXS, EBV no diagnoéstico
PTCL de LH. (45)

Imunofenotipagem | LH; DLBCL; | Diagnoéstico, | CD7: bom prognostico;

por Citometria de | FL; PTCL Prog’n(.)stlco €| D38 mau prognéstico em
Fluxo (FCI) Eficéacia ‘ PTCL-AITL. (29)
Terapéutica
PCR DLBCL Prognostico Quantificacdo de MYC como
mau fator de prognostico.
(40)
FISH DLBCL; Diagnéstico, | Em ALCL ALK-, rearranjos
PTCL Prognostico e | de  DUSP22 revelam um
Eficacia prognoéstico  favoravel e

Terapéutica possibilidade de alterar o
algoritmo de tratamento. (46)

NGS LH; DLBCL; | Diagnéstico, | Em DLBCL e FL mutacdes
FL; PTCL Prognostico e | em EZH2 indica beneficio no
Eficacia tratamento com inibidores de

Terapéutica EZH2. (47)

LH: Linfoma de Hodgkin; NLP-HL: Linfoma de Hodgkin predominante em linfécitos nodulares;
DLBCL: Linfoma difuso de grandes células B; FL: Linfoma Folicular; PTCL: Linfoma periférico de
células T; CD: Cluster de diferenciagdo; PAXS: Paired Box 5; EBV: Virus Epstein-Barr; AITL: Linfoma
angioimunoblastico de células T; ALCL: Linfoma anaplasico grande; ALK: Anaplastic Lymphoma
Kinase; MYC: Myelocytomatosis oncogene; DUSP22: Proteina fosfatase 2 de dupla especificidade;
EZH2: Potenciador do Zeste Homolog 2.
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5.2. Biomarcadores no Diagndstico de Linfomas

Tendo em conta que, os linfomas sdo um grupo muito heterogéneo de neoplasias, com
caracteristicas de diagnostico sobrepostas, tanto a classificagdo como o proprio
diagnostico podem ser desafiadores. Assim, o desenvolvimento de biomarcadores de
diagnostico veio permitir novas indicagdes clinicas e patologicas sobre os mecanismos
subjacentes a linfomagénese, melhorando o diagndstico, a subclassificacao,

estratificacdo de resultados e terapia personalizada para pacientes com linfoma. (48)

Esta ultima tem especial relevancia, visto que, a heterogeneidade molecular subjacente
a agressividade e progressao do linfoma leva a que pacientes que sdo tratados de forma

semelhante tenham resultados varidveis. (48)

5.2.1. Biomarcadores de Diagnodstico no Linfoma de Hodgkin

A diferenca diagnostica no LH estd, maioritariamente, evidente entre cHL e NLP-HL.
Salvo algumas excecdes, como LRHL, os biomarcadores do cHL sdo semelhantes entre
os subtipos desta classe, sendo que as diferengas entre estes sdo, maioritariamente,
morfoldgicas. Dada a sua incidéncia, biomarcadores de diagnostico do cHL tém
especial relevancia, podendo estes ser moleculares, genéticos, epigenéticos,

imunohistoquimicos, bem como, alteracdes no RNA.

5.2.1.1. Biomarcadores de Alteracao Genética

O linfoma de Hodgkin classico caracteriza-se pelas células de HRS, sendo que, um
possivel cendrio para que estas células se desenvolvam partindo de células B GC
mutadas ao nivel dos genes da regido varidvel da Ig, ¢ a capacidade de escapar a eventos

apoptdéticos, nomeadamente, a partir de alteracdes genéticas (Tabela 5). (49)

Mecanismos que contribuem para a sobrevivéncia destas células passam pela perda da
maioria das proteinas de superficie das células B, derivado do silenciamento
epigenético dos reguladores do programa dos linfocitos B, a hipermetilagdo do
promotor e a sobre-regulacdo de ID2, NOTCHI1, ABF1 e STATS, antagonistas da
transcricdo que suprimem a expressao génica de linfocitos B. (49,50) Aliado a estas
caracteristicas moleculares, incluindo a perda do BCR que leva a apoptose nas células

B maduras, a sobrevivéncia depende de multiplas alteragdes genéticas, como a ativagao
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constitutiva das vias de sinalizacdo NF-«xB e JAK-STAT. (50) Assim, as vias do NF-
kB sdo ativadas através de mecanismos que englobam mutagdes em reguladores
negativos (TNFAIP3, NFKBIE, NFKBI1A), bem como amplificagdes, ganhos
cromossomicos e rearranjos estruturais que afetam os loci genéticos para MAP3K 14,
REL e BCL-3 ¢ levam a um aumento da sua atividade. (50) Lesdes genéticas menos

frequentes passam pela inativagao/delecao de CYLD e TRAF3. (49)

As mutagdes TNFAIP3 e NFKBIA sao mais frequentes em cHL ndo infetado por EBV,
indicando que em casos positivos para EBV, o LMP1 viral, um forte ativador de NF-
kB, pode substituir a necessidade de inativar TNFAIP3/NFKBIA. (49) Assim, em casos
de EBV+, existem duas proteinas de membrana latentes que sdo expressas, LMP1 e
LMP2a. LMP1 imita um recetor CD40 ativo, ¢ LMP2a imita a sinaliza¢do BCR,
podendo resgatar células B GC incapacitadas por BCR da apoptose ao promover a
atividade PI3K/AKT, contribuindo para o desenvolvimento de cHL EBV+ pela indugao

de alteracdes transcricionais semelhantes as células HRS. (49,51)

TARC ¢ outro biomarcador, expresso em altas concentragdes no cHL, produzido por
células HRS e por células apresentadoras de antigénio. A sua secre¢do, bem como, a de
outras citocinas como interleucinas faz com que se inicie a sinalizacdo JAK/STAT a
jusante, o que leva a secre¢do de STAT6, que tem como consequéncia o aumento da
secrecdo de TARC. (52) Por outro lado, esta estimulacdo pode ser mais evidente por
alteragcdes genéticas como a amplificagdo do gene JAK2 (9p24.1) e por

mutagoes/delecdes em reguladores negativos (SOCS1 e PTPN11). (49)

Outras vias importantes desreguladas no cHL incluem a NOTCH e a PI3K-AKT. (50)
A este respeito, mutacdes em ITPKB, que codifica inositol-trifosfato 3-quinase B de
uma quinase que promove a sinalizagdo AKT, sdo detetadas em 13—40% dos casos.
Adicionalmente, mutagdes disruptivas no gene GNA13 que codifica a subunidade alfa-
13 da proteina G contribuem ainda mais para a atividade AKT, ao interromper a
sinalizagdo do recetor por meio de SIPR2 e P2RY8. (49) Estas mutacdes GNA13 foram

identificadas principalmente em cHL EBV-negativo.

Lesdes genéticas que afetam a evasdo das células HRS, incluem os genes PD-L1 e PD-
L2 em 9p24.1, dado que, a sua sobrexpressdo fornece um importante mecanismo
imunossupressor, visto que, ao se ligarem a PD-1, inibem a atividade de linfécitos T

citotoxicos e outras células imunes que expressam PD-1. (49)
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Por outro lado, alteracdes nos complexos MHC I/II também tem implicagdes na evasao
destas células. Assim, mutagdes inativadoras em B2-MG prejudicam a expressao de
MHC 1 e o reconhecimento de células HRS por linfécitos T CD8+. Por sua vez,

aberragdes do gene CIITA prejudicam a expressao de MHC classe I1. (49)

Delegdes/mutagdes inativadoras também foram encontradas para o gene CDS58, que ¢
vantajoso para células HRS escaparem de um ataque de células NK. Genes adicionais
sdo frequentemente afetados por lesdes genéticas em células HRS:
ARIDIA, TNFRS14 ¢ XPO1. ARID1A ¢ parte de um complexo de remodelagdo da
cromatina € um supressor de tumor em varios tipos de malignidades solidas e
hematologicas; TNFRSF14 membro da superfamilia do recetor do fator de necrose
tumoral (TNFR) ¢ frequentemente mutado em varias formas de linfomas de células B,
e a inativacdo deste recetor inibitorio promove a proliferagdo de células B ¢ a
sobrevivéncia de linfécitos B GC; Exportina 1 (XPO1) ¢ um recetor de exportacao
nuclear que medeia a translocagdo de varios RNAs e proteinas do nucleo para o
citoplasma, afeta o coddo 571 (E571K), apontando para um efeito de ganho de fungao
da mutagdo. (49) Estudos gendmicos mais recentes mostraram que os casos de cHL
refratdria apresentam mutacdes no TP53, bem como mutagdes nos reguladores

epigenéticos EP300 e CREBBP. (50)

Quanto ao NLP-HL, cujas células caracteristicas sdo as Lymphocyte Predominant (LP)
cells, também s3o conhecidas algumas alteragdes genéticas, sendo que o perfil de
expressao genética mostrou uma estreita relacao entre as células neoplédsicas de NLP-
HL e cHL. A semelhanca das células HRS, as células LP adquirem, frequentemente,
ganhos de REL e atividade da via NF-kB constitutiva, porém lesdes genéticas
envolvendo TNFAIP3 ou NFKBIA estao ausentes/sdo raras em células LP. Mutagoes
em SOCSI foram encontradas em cerca de 50% dos casos de NLP-HL, implicando um

papel importante da atividade JAK/STAT também nesta forma de LH. (49,53)

Adicionalmente, as células LP carregam translocacdoes BCL-6 que envolvem /oci Ig,
tendo sido reportadas em aproximadamente metade dos casos de NLP-HL. Para além
disso, mutagdes nos genes SGK1, DUSP22 e JUNB, sdo recorrentes, no entanto os seus

mecanismos necessitam de ser mais aprofundados. (49,51)
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Tabela 5 - Alteracoes genéticas cHL adaptado de (50)

Evasao Imune JAK-STAT NF-xB
Amplificagdo Ganho de Funcao Perda de Funcao
PDL-1/2 JAK1; JAK3 TNFAIP3
Perda de Fun¢do STAT3; STAT5B; STAT6 NFKBIE; NFKBI1A
TNFRSF14; CDS58; B2-MG Perda de Funcao Amplificagdo
CIITA (translocagao) SOCSI; PTPN11 MAP3K14
NOTCH Amplificagdo REL
NOTCH 1; NOTCH 2 JAK2 BCL3
PI3K-AKT
GNA13; ITPKB

PDL: Ligante de proteina/s de morte celular programada; TNFRSF14: Membro da superfamilia 14 do
recetor do fator de necrose tumoral; CD: Cluster de diferenciagdo; f2-MG: B2-microglobulina; CIITA:
Transativador Classe II; NOTCH: Reguladores da hematopoiese e da diferenciagdo das células
imunolégicas; PI3K-AKT: Via de sinalizagdo fosfoinositideo 3-quinase; GNA13: Subunidade da
Proteina G Alfa 13; ITPKB: Inositol-Trisfosfato 3-quinase B; JAK: Janus kinase-; STAT: Transdutor de
sinal e ativador da transcricdo; SOCS1: Supressores de sinalizagdo de citocinas; PTPN11: Proteina
tirosina fosfatase ndo recetora 11; NF-kB: Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells; TNFAIP3: Gene da proteina induzida pelo fator de necrose tumoral alfa; MAP3K14: Proteina
quinase quinase quinase ativada por mitogeno; REL: Proto-oncogene; BCL: Proto-oncogene inibidor da
apoptose.

5.2.1.2. Biomarcadores Imunohistoquimicos/ de Imunofenétipo

O cLH caracteriza-se por um perfil imunofenotipo, na sua maioria, semelhante entre os

subtipos, expressando certos antigeneos em células neoplasicas. (54)

De acordo com dados atuais, o cHL ¢ caracterizado por um imunofen6tipo comum com
expressao positiva de CD15+, CD30+, PAX-5+ (expressdo fraco) e, tipicamente,
negatividade para CD3-, CD20-, CD45-, CD79a-.

A fraca positividade para PAX-5, pode ser explicada por multiplos fatores como,
silenciamento epigenético de genes de linfocitos B, regulacdo positiva de fatores de
transcricdo que suprimem a expressdo do gene de células B (por exemplo, ID2) e
regulagdo negativa/perda de fatores de transcrigdo do gene de linfocitos B (por
exemplo, BOBI1, OCT2, PU.1). Este ultimo mecanismo também explica a evasao das

células HRS a apoptose. (54)
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De acordo com a literatura, a expressdo de BOBI1 ¢ relatada em mais de 50% das células
HRS em casos de cHL, no entanto, a expressao de OCT2 parece ser menos frequente.
Porém, a co-expressdo de ambos os marcadores parecem ser mais recorrentes do que o
que se pensava, o que veio dificultar a distingdo entre cHL e NLP-HL, visto que, OCT2
(em particular) e BOBI1 sao considerados bons marcadores para destacar as células LP.
Recentemente, novos marcadores de cadeia J e MEF2B demonstraram ser altamente
sensiveis e especificos de NLP-HL vs cHL, e talvez de maior utilidade do que OCT2 e

BOBI na diferenciacdo entre ambos os linfomas. (54,55)

O CD20, pelo contrario, parece ser completamente negativo em cerca de 70% dos casos
em células HRS. Os restantes 30%, em que encontramos uma positividade fraca e
variavel do CD20 em HRS, pode ser confundido com imunoblastos B, o que gera um
grande desafio na distingdo entre ambas as células. Nao obstante, em casos
extremamente raros de cHL, o CD20 pode ainda ser expresso forte e uniformemente,
em casos EBV+. No entanto, nestes casos sugere-se o alerta para a possibilidade de ser
um DLBCL, sendo assim, ttil fazer a procura por todos os biomarcadores, incluindo
anticorpos especificos de linfocitos B. Recentemente, 0o GATA3 demonstrou ser util na
diferenciagdo de cHL vs DLBCL, sendo o primeiro tipicamente positivo para expressao

de GATA3 e o ultimo tipicamente negativo. (54)

Quanto a expressdao de marcadores de linfécitos T, embora o cHL seja, geralmente,
negativo para a expressao dos mesmos, a sua positividade foi encontrada em cerca de
20% dos casos, envolvendo marcadores como CD2 e CD4, sendo menos comum a
expressdo de CD3. Pela sua raridade, este diagndstico apresenta varios desafios,
principalmente, pela sua semelhanga imunofenotipica com o ALCL ALK-. Uma
pandplia de biomarcadores, incluindo PAX-5, CD15, CD20, RNA codificado por EBV
(EBER) e marcadores citotoxicos (como TIA1, granzima B e perforina) pode ser
sugerida para distinguir entre as duas entidades, uma vez que, por exemplo, o ALCL,
ao contrario do cHL, ¢ tipicamente negativo para PAX-5 e CD15 e pode expressar

marcadores citotoxicos. (54)

O cHL e o NLP-HL sao ambos derivados das células B do GC; no entanto, possuem
caracteristicas biologicas distintas que se traduzem em imunofénotipos caracteristicos.
As células LP em NLP-HL exibem um programa de linfocitos B com expressdao de

CD20, OCT2 e BOBI, ao contrario do cHL. Para além disso, o seu fenotipo usual
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caracteriza-se pela expressao positiva de CD20+, C45+, CD79a+, BCL6+ ¢ PAX-5+ ¢
¢ negativo para CD3-, CD15- ¢ CD30-.

Assim, a realizagdo de estudos imunohistoquimicos e a utilizagdo de um conjunto
adequado de anticorpos, como CD15, CD20, CD30 e PAX-5, bem como a hibridizagao
in situ para o EBER, sdo tuteis para distinguir com sucesso estas duas entidades na

maioria das vezes. (53)

No entanto, permanece uma exce¢do entre a diferenciacdo de cHL e NLP-HL, que se
centra no facto de LRCHL ter caracteristicas intermedidrias entre NLP-HL e os
restantes subtipos de cHL, nas quais podem exibir padrdes imunofenotipicos

parcialmente sobrepostos (Tabela 6). (56)

Tabela 6- Distincao fenotipica entre cHL, LRCHL e NLP-HL adaptado de (56)

cHL LRCHL NLP-HL
Fendtipo de HRS Fendtipo de HRS Fendtipo de LP
CD30+; CD15+ CD30+; CD15+/- CD30-; CD15-
CD20 usualmente - CD20 +/- CD20+

PAX-5 (baixa intensidade) | PAX-5 PAX-5

Infe¢ao EBV +/- Infe¢ao EBV +/- Infe¢ao EBV-

HRS: Células malignas de Hodgkin e Reed—Sternberg; CD: Cluster de diferenciacdo; PAX-5: Paired
Box 5; EBV: Virus Epstein-Barr; LP: Lymphocyte Predominant.

5.2.2. Biomarcadores de Diagnostico no Linfoma nao-Hodgkin
5.2.2.1. Biomarcadores de Alteracio Genética
A grande maioria de LNH sao associados a linfocitos B com alteragdes nos mecanismos

genéticos que ocorrem ao nivel do GC. (51) Quanto ao perfil genético de linfomas de

células T também tem especial importancia na definicdo do diagnostico. (46)

Linfoma difuso de grandes células B (DLBCL) ¢ o LNH mais recorrente. Com base
no perfil de expressdao genética, o DLBCL ¢ constituido por dois subtipos distintos:

GCB e ABC. (51)

Uma das principais diferengas passa pela ativagdo descontrolada da via de sinalizagao

NF-kB observada no subtipo ABC, mas ndo nos casos de GCB. (51) Esta ativag¢ao
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caracteriza-se por uma fracdo significativa de mutagdes oncogénicas em genes. (57)
Assim, o aumento da atividade NF-xB em ABC-DLBCL ¢ estimulado por mutagdes
em CARD11, uma parte do complexo CBM (CARD11, BCL-10 e MALT1), bem como,
continuamente, ativada pela estimulagdo "cronica" do BCR, e mutagdes somaticas de

duas subunidades BCR (i.e., CD79A e CD79B). (51)(57)

Em mais de metade dos casos de ABC-DLBCL, verificou-se dele¢des ou mutagdoes
inativadoras no gene supressor tumoral TNFAIP3 (A20), para além disso, mutagdes
oncogénicas de MYDS88, que levam a ativagdo constitutiva da via de sinalizagdo JAK-
STAT, também foram observadas com muita frequéncia. (51) Assim, MYDS88 foi
escolhido como uma mutagdo critica no subtipo ABC-DLBCL, enquanto XPO1 foi

escolhido como uma mutagao essencial em GCB-DLBCL. (58)

O STAT3 ¢ um fator de transcri¢do que regula genes envolvidos na proliferagdo,
angiogénese, supressdo da apoptose, bem como, controlo do ciclo celular, pela
expressao de MYC. Em DLBCL, STAT3 demonstrou promover resisténcia apoptdtica
no subtipo ABC agressivo, uma vez que, niveis mais elevados de mRNA de STAT3
foram encontrados em ABC. Assim, STAT3 est4 associado a expressdo de MYC que
promove a apoptose. (59) No entanto, no GCB-DLBCL, a translocacdo t(8;14)
(q24;932) também ¢ frequentemente observada envolvendo o rearranjo do gene MYC,

o que prejudica sua regulacdo normal e resulta na sua regulacao positiva. (57)

A BCL-2 promove a sobrevivéncia celular por meio da inibi¢do da apoptose. Por outro
lado, MYC, regulador do metabolismo e proliferagdo celular, ¢ ativado por um grande
numero de vias oncogénicas, estimulando muitas alteragdes genéticas que resultam em
malignidades. Este, regula negativamente BCL-2 durante a apoptose e regula a

expressao de genes associados a proliferacdo celular. (57)

Recentemente, foi ainda identificado um novo proto-oncogene, TCF4, que se localiza
no locus 18q21.2, adquirido, recorrentemente, em casos de ABC. A sobrexpressdo deste

proto-oncogene, mostrou ativagao transcricional direta dos genes MYC e IGHM. (51)

Entre outros dos genes afetados no DLBCL, o BCL-6 estd entre os genes mais
recorrentes. O bloqueio aberrante na fungdo repressiva do BCL-6 ¢ conhecido por
contribuir para a instabilidade genética, levando, em ultima andlise, a transformacao
neoplésica. Para além disso, o BCL-6 autorregula a sua propria expressao, bem como,

regula, indiretamente, a expressao de certos genes como o PRDMI cuja expressao €
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necessaria para a diferencia¢do terminal de células B GC em células plasmaticas. O
PRDM1 ¢ frequentemente inativado especificamente em ABC-DLBCL. (57) Assim, o
BCL-6 ¢ um fator de transcri¢do que reprime a transcri¢do genética em linfocitos B do
GC por meio do recrutamento de proteinas co-repressoras, inibindo as vias de resposta

a danos no DNA e, portanto, previne a apoptose dos ciclos celulares. (51)

Por sua vez, alteragdes genéticas criticas detetadas apenas nos casos de GCB-DLBCL,
passam por mutagdes pontuais que afetam EZH2 no residuo Tyr641. Estas mutagdes
aumentam a trimetilacio do H3K27, e esta modificacio da cromatina pode ser
responsavel pelo silenciamento de genes supressores de tumor. (51) Para além disso,
mTORCI pode ser ativado de forma aberrante em GCB-DLBCL através da ativacdo de
mutagoes dos genes da via PI3K/Akt/mTOR. (60)

Como forma de conseguir diferenciar cada tipo de DLBCL, em termos genéticos, foi
criada uma nomenclatura de subtipos, onde MCD representa os casos mutados MYDSS,
L265P e CD79B; BN2 para genes de fusdao BCL-6 ou casos com mutacio NOTCH2;
N1 para os casos com mutacio NOTCHI; e EZB para casos com mutagdo EZH?2 ou
translocagdo de BCL-2. (51,58) Desta subdivisao ainda surgiram novos subtipos, tal

como ilustrado na Figura 7, com expressdes genéticas distintas (Tabela 7).
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Figura 7 - Correlacio entre subtipagem morfologica/IHC e perfis de expressao

génica em linfomas difusos de grandes células B, adaptado de (61). A esquerda sio
apresentadas as caracteristicas morfologicas dos subtipos ABC e GCB. A direita, estes sdo divididos

dentro dessas categorias de acordo com a sua expressdo genética em: MCD, N1, A53, BN2, ST2, EZB
MYC+ e EZB MYC-.
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Tabela 7 - Principais alteracoes genéticas de acordo com o subtipo de DLBCL

adaptado de (61)
Subtipo DLBCL Subtipo Genético Principais Alteracoes Genéticas
ABC MCD Mutagdo em MYD88 ¢ CD79B
ABC N1 Mutag¢do em NOTCH1
ABC AS53 Inativacao/Aneuploidia de TP53
Nao Classificado BN2 Transloca¢dao de BCL-6 ¢ Mutagao
em NOTCH2
GCB ST2 Mutagao em SGK1 e TET2
GCB EZB-MY C+ Mutacdo em EZH2: Translocagao de
MYC e Mutagao em DDX3X
GCB EZB- MYC- Translocacdo de BCL-2: Inativagao
de TNFAIP3 e Mutacdo em
CARDI11

ABC: Células B ativadas; GCB: Cé¢lulas B do centro germinativo; MYD88: Fator de diferenciacdo
mieloide 88; CD: Cluster de diferenciacdo; NOTCH: Reguladores da hematopoiese e da diferenciagdo
das células imunologicas; TP53: Proteina supressora de tumor p53; BCL: Proto-oncogene inibidor da
apoptose; SGK1: Quinase 1 regulada por soro e glicocorticoide; TET: Ten-Eleven Translocation; EZH2:
Potenciador do Zeste Homolog 2; MY C: Myelocytomatosis oncogene;, DDX3X: DEAD-Box Helicase 3
X-Linked; TNFAIP: Gene da proteina induzida pelo fator de necrose tumoral alfa; CARD11: Familia 11
do dominio de recrutamento de caspase.

Quanto ao linfoma folicular (FL), o LNH indolente mais recorrente, geneticamente,
tem uma alteracdo comum em cerca de 90% dos seus casos. Trata-se da translocagdo
cromossomica t(14;18)(q32:q21), na qual a regido intensificadora da cadeia pesada da
imunoglobulina (IgH) em 14q32 e o gene BCL-2 em 1821 sdo justapostos. (58) Esta
translocacao contribui para o desenvolvimento de FL através da inibicdo da apoptose

devido a expressao elevada e irregular do gene antiapoptdtico BCL-2. (51)

Adicionalmente, estudos subsequentes identificaram alteragdes genéticas secundarias
que permitem a caracterizagdo deste tipo de linfoma, revelando mutacdes relacionadas
com a linfomagénese em genes das vias de sinalizagao JAK-STAT e NF-kB, bem como,

em genes envolvidos na modificagdo pds-traducional de histonas. (51,62)

Alteragdes genomicas em enzimas modificadoras de histonas, incluindo KMT2D

(63,4%), CREBBP (57,5%), EP300 (9%)e EZH2 (25%), sao detetadas em
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praticamente todos os pacientes com FL. (58,62,63) Isto compromete a sua acetilagao,

bem como, mecanismos de transcricao do DNA.

Para além disso, o regulador transcricional BCL-6 ¢ alterado em 5-10% dos casos de
FL e mutagdes no ativador transcricional MEF2B, envolvido no recrutamento de
desmetilases e desacetilases para promotores e intensificadores, estao presentes em 12—
15% dos pacientes. Esta alteracdo modifica a capacidade do MEF2B se ligar ao DNA

ou ao co-repressor CABINI, levando ao aumento da atividade transcricional. (62)

As alteragdes genéticas que codificam para proteinas na via de sinalizagdo BCR/NF-
kB (CARDI1, TNFAIP3, CD79A, CD79B e MYDS88)  estdo  presentes em
aproximadamente 30% dos pacientes. Mutagdes somadticas BTK e FOXO1 sdo

encontradas em cerca de 5—10% dos casos de FL. (62)

Sao ainda relevantes os genes envolvidos nas vias de sinalizagdo JAK-STAT (SOCSI,
STAT6, STAT3) e NOTCH (NOTCHI1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4, DTX1 e
SPEN), uma vez que, sdo frequentemente alterados, promovendo a proliferagdo e a

sobrevivéncia das células tumorais, de acordo com o descrito na Figura 8.
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Figura 8 - Vias moleculares e alteracdoes genéticas desreguladas no linfoma

folicular adaptado de (62). As alteragdes que resultam em ganho de fungio sio indicadas por
estrelas verdes, enquanto as mutagdes de perda de fungdo s@o assinaladas com estrelas vermelhas.
Estrelas cinzentas indicam alteragdes de fungdo ainda ndo completamente compreendidas. De entre as
diferentes vias podemos encontrar uma ativagdo aberrante da via JAK-STAT (especificamente JAK1/2/3
e STAT3/6), causada por mutagdes em genes como SOCS1 ou TNFAIP3, promovendo a proliferagdo
celular. Por outro lado, a via do BCR e TLR, que depende da proteina adaptadora MYDS88, contribuem
para a ativagdo da via NF-«kB e estimulam a sobrevivéncia. Paralelamente, temos também a via NOTCH,
regulada por genes como SPEN e DTX1, bem como, o aumento de BCL-2, que inibe a via apoptoética.
Alteragdes em componentes epigenéticos e reguladores da cromatina como as histonas, afetam a
regulagdo transcricional e contribuem para a transformagdo maligna.

No linfoma do tecido linfoide associado a mucosa gastrica (MALT), translocagdes
cromossomicas sdo frequentes, existindo prevaléncia de 4 alteragdes genéticas:
t(11;18)(q21;921)/ BIRC3-MALTI, t(1;14)(q22;q32)/BCL10-IGH, t(14;18)(q32;q21)/
IGH-MALTTI e t(3;14)(q31;q32)/ FOXP1-IGH. (64,65)

Todas as translocagdes acima mencionadas exercem atividade oncogénica ativando a
via NF-kB, o que leva a expressao de varios genes para sobrevivéncia e proliferacao
celular. Entre as translocacdes, t(11;18)(q21;q21)/ BIRC3-MALTI, ¢ a mais comum,
sendo detetada em 15-30% dos casos de linfoma MALT, geralmente ao nivel do pulmao
e estdbmago. Esta associada a auséncia de H. pylori, pelo que os casos positivos para
esta translocacdo ndo respondem a erradicacdo deste microrganismo. (64,65) O
t(14;18)(q32;921) ¢ a segunda translocagdo mais comum no linfoma MALT, sendo

visto em 5-20% dos linfomas MALT, especialmente no figado, pele, pulmao e anexos
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oculares. Quanto a translocacao t(1;14)(p22;q32) esta presente apenas em 1-2% dos
linfomas MALT, podendo ser vista ao nivel do pulmao e estomago. (64) Finalmente,
t(3;14)(p14.1;932), com rearranjo de IGH e FOXP1, ¢ encontrado em
aproximadamente 10% dos linfomas MALT, principalmente em casos que surgem na

tireoide, anexos oculares e pele. (64)

Para além disso, o panorama mutacional também ¢ muito vasto e inclui genes como
TNFAIP3, CREBBP, KMT2C, TET2, SPEN, KMT2D, LRP1B, PRDMI, EP300, TN
FRSF14, NOTCH1/NOTCH?2 e B2-MG. (64)

O gene TNFAIP3 (A20), ¢ um importante inibidor de NF-«xB. Mutagdes/delecdes
de A20, que levam a inativagdo desta, sdo frequentes em linfomas MALT dos anexos

oculares, glandulas salivares, tiroide e figado como representado na Figura 9. (65)
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NCOR2 CCR6 (6%)

Figura 9 - Genes mutados em linfoma MALT de acordo com o local de origem

adaptado de (64). Sao destacados os locais onde o linfoma MALT ¢ mais frequente, acompanhados
das mutacdes genéticas predominantes, onde, no estdmago, por exemplo, sdo comuns mutagdes TRAF3,
TP53 e KMT2D, enquanto na tiroide predominam altera¢des em TET2 e PDL-1. Nos tecidos do pulmao,
glandulas salivares, dura-mater, pele e anexos oculares, ha padrdes distintos de mutagdes, com destaque
para genes como TNFAIP3, TBL1XR1, NOTCH1/2, CREBBP ¢ GPR34. Esta diversidade genética
reforca a influéncia do microambiente tecidual na patogénese do linfoma MALT, podendo ter
implicagdes terapéuticas importantes.

51



Por sua vez, este tipo de linfoma tem genes altamente alterados de imunoglobulinas de
cadeia pesada variavel (IGHV), como por exemplo linfomas MALT da glandula salivar
onde se verifica distor¢ao ao nivel das IGHV1-69/J4 (55%)/ IGHV3-7/J3 (15%). Por
outro lado, IGHV4-34 (18%) ¢ frequentemente usado no linfoma MALT anexial. (64)

No caso de linfomas periféricos de células T (PTCL), em PTCL-NOS, podemos
dividir a sua expressao genética com base na expressao de GATA3 e dos seus genes
alvo (CCR4 ,IL18RA, CXCR7) oude TBX21 e dos seus genes alvo (EOMES, CXCR3,
IL2RB, CCL3, IFN 7). (66) Quanto ao subtipo relacionado com a expressdo de GATA3,
julga-se derivar de células Thl, enquanto o segundo tipo deriva de Th2. (67) PTCL-
GATA3 exibiu maior complexidade gendémica caracterizada pela perda/mutacdo
frequente de genes supressores de tumor visando o eixo CDKN2A/B-TP53, vias PTEN-
PI3K e RBI1, junto com ganhos/amplifica¢des de STAT3 e MYC. PTCL-TBX21,
mostra mutagdes frequentes em CMG, como TET1, TET3 e DNMT3A. (67,68)

Relativamente a AITL, mutacdes somadticas recorrentes nos reguladores
epigenéticos TET2, IDH2 e DNMT3A foram detetadas, indicando que as aberracdes
epigenéticas sao um dos principais impulsionadores da linfomagénese. Para além disso,
estudos confirmam elevada prevaléncia da mutacdo especifica p.Glyl7Val na pequena

GTPase RHOA, bem como, foram descritas mutagdes recorrentes em CD28. (28,69)

ALCL, subdivide-se em ALK-positivo e negativo, sendo geneticamente diferentes. Em
ALCL ALK+, caracterizado pela sobrexpressao da proteina ALK-1, resultante de uma
translocacdo cromossomica t(2;5)(p23,q35), existe predominancia em rearranjos

cromossomicos ao nivel do gene NPM1, seguido de TPM3, ATIC. (28,66,68)

Os ALCLs ALK-, ndo tém rearranjos ALK, no entanto, dois rearranjos cromossOmicos
com significancia clinica foram identificados: DUSP22, no cromossoma 6p25.3, em
cerca de 30% dos ALCLs ALK-, bem como, cerca de 8%, tem rearranjos de TP63 no
cromossoma 3q28. Outras mutagdes comuns envolvem os genes TYK2 ou ROS1 e
contribuem para a ativagao de JAK-STAT3. (66,68) Alteracdes genéticas em TP53,
JAK1, STAT3, PRDMI1, KMT2D, KRAS, TET2 e NOTCHI1, podem ser descritas. (66)

Em suma, na Tabela 8 podemos observar um resumo do perfil genético dos LNH.
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Tabela 8 - Perfil genético dos linfomas nao-Hodgkin adaptado de (28,51,58)

Tipo de Linfoma Perfil Genético

DLBCL subtipo GC BCL-2; BCL-6; MYC; EZH2; SGK1

DLBCL subtipo ABC CARD11; CD79A; CD79B; TNFAIP3 (A20); MYDSS;
TCF4; PRDM1

Linfoma Folicular BCL-2; KMT2D; CREBBP; EP300; EZH2; MEF2B;
CARDI11; TNFAIP3; STAT6; NOTCH2
Linfoma MALT BIRC3; MALTI1; BCL10; FOXP1; TNFAIP3; CREBBP;

SPEN, KMT2D, PRDM1; TNFRSF14; NOTCH1/2

PTCL-NOS GATA3 CCR4 ; IL18RA; CXCR7; TP53; PRDMI1; CDKN2A/
B; RB1; PTEN; STAT3; MYC

PTCL-NOS TBX21 EOMES; CXCR3; IL2RB; CCL3; IFN y; TET1; TET3;
DNMT3A
PTCL-AITL TET2; DNMT3A; RHOA; IDH2; CD28

PTCL-ALCL ALK + NPM1; TPM3; ATIC

PTCL-ALCL ALK - DUSP22; TP63; TYK2; ROS1

DLBCL: Linfoma difuso de grandes células B; GC: Centro germinativo; BCL: Proto-oncogene inibidor
da apoptose; EZH2: Potenciador do Zeste Homolog 2; SGKI1: Quinase 1 regulada por soro e
glicocorticoide; ABC: Células B ativadas; CARD11: Familia 11 do dominio de recrutamento de caspase;
CD: Cluster de diferenciagdo; TNFAIP3: Gene da proteina induzida pelo fator de necrose tumoral alfa;
MYDS88: Fator de diferenciacdo mieloide 88; TCF4: Fator de transcri¢do 4; PRDMI1: Proteina-1 de
maturagdo induzida por linfocitos B; KMT2D: Histona-lisina N-metiltransferase 2D; CREBBP: Proteina
de ligagdo ao elemento de resposta ao AMPc; EP300: Proteina p300 de ligacdo a regido inicial do
adenovirus; MEF2B: Fator de ligacdo do potenciador de midcitos 2B; STAT: Transdutor de sinal e

ativador da transcrigdo; NOTCH: Reguladores da hematopoiese e da diferenciagdo das células
imunologicas; PTCL: Linfoma periférico de células T; NOS: Sem outra especificacdo; GATA3: Fator
de transcri¢do de importante na proliferagdo, desenvolvimento e diferenciagdo celular; CCR4: Recetor 4
de quimiocinas com ligagdo C-C; IL: Interleucina/s; CXCR: Recetores de quimiocinas CXC; TP53:
Proteina supressora de tumor p53; CDKN2A: Inibidor de cinase dependente de ciclina 2A; RBI1:
Retinoblastoma 1; PTEN: Phosphatase and Tensin Homolog; MYC: Myelocytomatosis
oncogene; TBX21: Fator de Transcricdio T-Box 21; EOMES: Gene codificador de proteinas
Eomesodermina; CCL3: Ligante 3 de quimiocinas com ligagdo C-C; IFN vy: Interferdo gama; TET: Ten-
Eleven Translocation; DNMT3A: DNA (citosina-5)-metiltransferase 3 alfa; AITL: Linfoma
angioimunoblastico de células T; RHOA: Membro da familia homodloga Ras A; IDH2: Isocitrato
Desidrogenase 2; ALCL: Linfoma anaplasico grande; ALK: Anaplastic Lymphoma Kinase; NPM1:
Nucleofosmina 1; TPM3: Tropomiosina 3; ATIC: 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotido
formiltransferase; DUSP22; TP63 Proteina supressora de tumor p63; TYK2 Tirosina quinase 2; ROS1:
Recetor tirosina quinase.
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5.2.2.2. Biomarcadores Imunohistoquimicos/ de Imunofendtipo

Na classifica¢dao atual da OMS de tumores de tecidos hematopoiéticos e linfoides, o
linfoma difuso de grandes células B (DLBCL) consiste em DLBCL, ndo especificado
de outra forma (DLBCL-NOS) e varias variantes especificas. (45)

Imunohistoquimicamente, DLBCL-NOS ¢ caracterizado como linfocitos grandes,
atipicos, CD3- e CD20+ com um indice Ki-67 >80%. Para além disso, algoritmos como
o de Hans sdo, atualmente, utilizados para definir o imunofendtipo dos diferentes tipos

de DLBCL, utilizando biomarcadores como CD-10; BCL-6; MUM-1/IRF-4. (45,70)

CD10 ¢ um marcador normalmente expresso em centroblastos e centrocitos de GC
reativos. Portanto, de acordo com o algoritmo de Hans, o tumor ¢ classificado como
tipo de GCB se houver >30% da populagdo de células tumorais CD10-positivas,

independentemente dos resultados dos outros marcadores. (45)

Relativamente ao marcador MUM-1/IRF-4, a sua expressdo em células tumorais
descreve a etapa final da diferenciacdo dos linfocitos B do GC, com subsequente
maturacdo para células produtoras de anticorpos, sendo normalmente expresso em
células plasmaticas ou pds-GC, portanto, a expressao de MUM-1 em DLBCL sugere a

possibilidade de um tipo de ABC nao-GCB (45,70)

A semelhanca do CD-10, a BCL-6 é uma proteina que regula negativamente a
transcricdo na célula e ¢ geralmente expressa em GCB, bem como em muitos ABC-
DLBCLs. Portanto, quando a expressao de BCL-6 ¢ positiva (=30%), ¢ classificado
como GCB apenas quando a expressdo de MUM-1 ¢€ negativa (<30%). (45,70)

Assim, de um modo geral, os dois tipos de DLBCL, GC e ndo-GC, podem ser definidos
da seguinte forma: CD10-/BCL-6—/MUMI+ para DLBCL nao-GC e CD10+/BCL-
6+/MUM 1- para DLBCL GC. (71)

No linfoma folicular (FL), a caracteristica imunohistoquimica mais marcada ¢ a co-
expressdao de CD-10 e BCL-2. Tal como em DLBCL, a expressdao de CD-10 deve-se a
origem das células tumorais nos centrécitos e centroblastos do GC, no entanto, BCL-2
deveria ser negativo nestas cé¢lulas tumorais, porém, dadas translocagdes no FL verifica-

se a expressao aberrante deste gene. (45)

Algo que, frequentemente, dificulta o diagnostico do FL ¢ o facto de existir um niimero

significativo desses linfomas com arquitetura folicular e sem expressao de CD-10. Em
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particular, quanto maior o grau do FL, maior ¢ a taxa de negatividade de CD-10. Deste

modo existem outros marcadores auxiliares, embora sejam menos comuns, como

LMO2, GCETI1 e HGAL. (45)

Em células neoplasicas associadas a um linfoma MALT, o fenotipo verificado ¢ CD5-
, CD10-, CD20+, CD19+, CD22+, CD23-, CD43+/-, CD79a+, BCL-2+, BCL-6 -,
ciclina D1 -. Este fenotipo ¢ virtualmente idéntico as células B da zona marginal nao

neoplésicas, portanto, uma avaliagdo de clonalidade ¢ recomendada. (71,72)

Para definir a linhagem de células T, associadas a linfomas PTCL, podemos utilizar
marcadores como CD2, CD3, CDS5 e/ou CD7. Posteriormente, o painel de marcadores

deve incluir CD30, CD4 e CDS. (73)

De um modo geral, as principais caracteristicas do AITL sdo: CD3(-/dim), CD4(+),
CD10(dim/+), PD-1(+); as principais caracteristicas do ALCL sdo: CD3(-/dim),
CD4(+), CD5 (-), CD30(+), HLA-DR(+). Em PTCL-NOS verifica-se a perda de um
ou mais antigenos associados as células T, mais frequentemente CD5 e CD7, sendo que

CD4 e CDS8 podem ser defeituosos ou co-expressos em cerca de 40% dos casos. (29,67)

As caracteristicas fenotipicas dos LNH estao resumidas na Tabela 9:

Tabela 9 - Fenotipo dos linfomas nao-Hodgkin

Tipo de Linfoma Fenotipo

DLBCL subtipo GC CD10+; BCL-6+; MUM1—

DLBCL subtipo ndao-GC | CD10—; BCL-6—; MUMI1+

Linfoma Folicular CD10+; BCL-2+

Linfoma MALT CD5-; CDI10-; CD20+; CDI19+; CD22+; CD23-;
CD43+/-; CD79a+; BCL-2+; BCL-6 -; ciclina D1 -

PTCL-NOS Perda de expressao de CD3, CDS5 e/ou CD7; CD4 e CD8
podem ser defeituosos ou co-expressos.

PTCL-AITL CD3(-/dim); CD4(+); CD10(dim/+); PD-1(+)

PTCL-ALCL CD3(-/dim); CD4(+); CD5 (-); CD30(+); HLA-DR(+)

DLBCL: Linfoma difuso de grandes células B; GC: Centro germinativo; CD: Cluster de diferenciagao;
BCL: Proto-oncogene inibidor da apoptose; MUM: Oncogene do mieloma multiplo; MALT: Tecido
linfoide associado a mucosa; PTCL: Linfoma periférico de células T; NOS: Sem outra especificagao;
AITL: Linfoma angioimunoblastico de células T; ALCL: Linfoma anaplasico grande; HLA-DR: Isotipo
DR do Antigénio Leucocitario Humano.
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5.3. Biomarcadores de Prognostico de Linfomas

Tendo em conta a diversidade deste grupo de neoplasias, dadas as diferentes
apresentacdes clinicas e prognosticos variados, a identificacdo e utilizacdo de
biomarcadores de prognostico no linfoma tem um impacto significativo na gestdao e

resultados do doente.

Estes biomarcadores sdo indicadores moleculares ou celulares que podem ajudar a
prever a progressao da doenga, a resposta terapéutica e o progndstico do doente. Assim,
a utilizacao destes nao s6 aumenta a precisao dos regimes de tratamento, como também
contribui para uma melhor estratificagdo do risco e monitoriza¢ao dos doentes. O futuro
deste campo passa pelo refinamento de painéis de biomarcadores para melhorar a

precisao e explorar novos alvos terapéuticos. (74)

5.3.1. Biomarcadores de Prognéstico no Linfoma de Hodgkin

No cHL existem varios tipos de biomarcadores de prognostico que podem ser

relevantes, entre os quais alguns linfécitos T, predominantes nesta neoplasia.

Diversos estudos demonstram que linfocitos T CD4+ estdo mais presentes neste tipo de
linfoma que os linfocitos T CD8+. As populagdes mais abundantes de células T
englobam o grupo Treg CD4+/CD5+, sendo que este revela o aumento do gene de
ativagdo de linfocitos de pontos de verificagdo imune 3 (LAG3) e da proteina 4 de

linfécitos T citotoxicos (CTLA4). (75)

Para além disso, estas células foram encontradas em estreita proximidade espacial com
células HRS que tinham expressdo reduzida de MHC-II. A perda da expressdao de
MHC-II ¢ conhecida por ser um preditor negativo da resposta ICI, aumentando o

potencial destas células como potenciais mediadores de resisténcia. (75)

Por outro lado, estudos demonstraram que IL-6, a inica citocina com maior expressao
génica em células HRS MHC-II-negativas, poderia induzir células Treg CD4+/LAG3+.
IL-6 ¢ uma citocina pluripotente produzida por macrdofagos e linfocitos com habilidades
de sinalizacdo pro-tumorigénica em diferentes malignidades, pelo que a sua presenca

esta associada a um pior prognostico. (75,76)

Adicionalmente, LAG3 ¢ um inibidor critico de ponto de verificagdo do microambiente

tumoral (TME) no cHL, uma vez que, reduz a expressao de MHC-II em células HRS.
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Para além disso, atua sinergicamente com PD-1 e/ou CTLA-4 para limitar a expansao
das células T. (77) Deste modo, uma alta propor¢ao de linfocitos Treg LAG3+
correlacionou-se com uma tendéncia para sobrevivéncia especifica da doenca (DSS)

inferior. (75)

Estudos recentes identificam um subconjunto de células de HRS, definidas
fenotipicamente como CD30+CXCRS5+, rodeadas de macréfagos CXCLI13+,
principalmente no subtipo LRHL. Uma das fun¢des da CXCL13 ¢é ser um atrativo para
linfocitos B naive, e também ser um ligando da CXCRS, sendo que, co-expressa,
frequentemente, PD-1, co-estimulador de células T induzivel (ICOS) e MHC-II. Assim,

em cHL, CXCL13+PD-1+, esta associado a um mau resultado clinico. (75,78)

Por sua vez, os macrofagos associados a tumores (TAMs) contribuem para a supressao
da resposta imune resultando na progressao da neoplasia, sendo que um dos marcadores
destas células ¢ o CD68. Assim, a alta expressdao génica de CD68 correlaciona-se com
uma sobrevivéncia global (OS) inferior, a semelhan¢ca de uma alta propor¢dao de

leucécitos PDL-1+ (Figura 10). (75)

Deste modo, a expressdo aberrante de componentes da via PD-1 foi definida como um
marcador de prognostico. Os genes PDL-1 estdo localizados ao nivel do cromossoma

9p24, pelo que, a sua amplificagdo pode constituir algum valor progndstico. (75)

Foi ainda demonstrada evidéncia de que o aumento da expressao de outras moléculas
de ponto de verificagcdo imune além de PDL-1, como IDO-1, LAG-3 e imunoglobulina
de células T e proteina 3 contendo dominio de mucina (TIM3), estdo associadas a

resultados clinicos adversos. (75)

E importante ainda referir que, a PET também pode ser utilizado como parametro de
prognostico, tanto no LH, como para todos os restantes LNH. Medidas como Dmax,
obtida através da analise PET, indica que quanto maior o seu valor mais disseminado
estara o tumor, correlacionando-se com uma PFS menor. Da mesma forma, o aumento
do volume metabolico do tumor (TMV) e da glicolise da lesdo tumoral (TLG), reflete

uma carga tumoral maior e mais ativa, logo um pior progndstico. (79)
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Figura 10 - Resumo grafico dos achados no microambiente de cHL, revelando bom

e mau prognéstico, adaptado (78). E revelado que o bom prognéstico quando existem linfocitos
B CXCR5+ no microambiente do cHL, enquanto, o mau progndstico ¢ associado a presenga de linfocitos
T CD4+ marcados com PD-1, bem como, a macrofagos CD68+ na periferia de células HRS.

5.3.2. Biomarcadores de Prognostico no Linfoma nao-Hodgkin

No linfoma difuso de grandes células B (DLBCL), foi definido, recentemente, um

valor de prognostico com base na sobrevida global (OS), de cada subtipo (Tabela 10).

Tabela 10 — OS com base no subtipo de DLBCL adaptado de (68,80,81)

Subtipo de DLBCL Sobrevida global em 5 anos | Prognéstico
MCD 40% Mau

N1 27% Mau

AS3 63% Intermédio
BN2 67% Intermédio
ST2 84% Bom
EZB-MYC+ 48% Mau

EZB- MYC- 82% Bom

As andlises de FISH mostraram que os linfomas de células B, considerados como
DLBCL-NOS com base na morfologia € no fendtipo, podem apresentar rearranjos

duplos ou triplos de MYC, BCL-2 e/ou BCL-6. (82)
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Relativamente aos biomarcadores, BCL-2 ¢ sobreexpresso em 47-58% dos pacientes
com DLBCL. (81) Atualmente, este biomarcador tem significado preditivo associado

a uma sobrevida inferior, especialmente quando ¢ co-expresso com MYC. (74,80,81)

Alguns pacientes com DLBCL apresentam sobrexpressao de MYC, um proto-
oncogene, sem alteragdes genéticas: dados existentes sugerem que apenas um ter¢o dos
pacientes com sobrexpressao de MY C realmente carregam uma translocag¢ao, enquanto
outros autores sustentam que estes podem ser falsos positivos e devem ser reavaliados

pela triagem FISH. (40)

Em contrapartida, a elevada expressdao de BCL-6 revela ser um fator de prognostico
positivo em doentes com DLBCL. No entanto, mutagdes em TP53 estdao
correlacionadas com um prognostico negativo; o mesmo se verifica na expressao de

outros genes, como STAT3, FOXP1, MYDSS. (74,80-82)

Viarios miRNAs podem ser usados como biomarcadores prognosticos de linfomas,
sendo que o miR-155, o mais prevalente no DLBCL, auxilia a diferenciacdo de subtipos
e prediz um mau prognostico, visto que, influencia a proliferagdo, apoptose e

angiogénese, levando a uma resisténcia a terapéutica. (74,80)

Definir o TME também ¢ de extrema relevancia para o prognostico da doenga. (82)
Diversos estudos foram feitos de modo a caracterizar a implicagdo de cada elemento da
sua constituigdo, por exemplo, maiores propor¢cdes de miofibroblastos, células
dendriticas e linfocitos T CD4+ correlacionaram-se com OS superiores, enquanto
linfocitos NK, células plasmaticas (PCs) ativadas, bem como, linfocitos Treg FOXP3,

correlacionaram-se com desfecho inferior. (81)

Recentemente, o papel do eixo PD-1/PDL-1 foi destacado, demonstrando-se que a
sobrexpressao de PDL-1 por células tumorais associa-se a prognoésticos fracos; porém,
a expressao de PD-1 dentro do TME pode prever um resultado mais favoravel. Aliado
a isto, o papel de subconjuntos celulares também foi avaliado, observando-se que uma

elevada razdo CD4*CD8:M2*PDL-1 apresenta resultados mais favoraveis. (81)

Atualmente, estudos relativos a potenciais biomarcadores de progndstico metabdlicos
como a presenca de corpos cetonicos estio a ser realizados. (83) Por outro lado, estudos
de que a expressao genética de EBF1/MYO/CARL ¢ relevante para o estabelecimento
do prognostico de DLBCL face a resposta a R-CHOP tém vindo a surgir. Estes
revelaram que a expressdo baixa de EBF1, baixa de MYO, elevada de CARL esta
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associada a um pior prognoéstico, enquanto a expressao elevada de EBF1, elevada de
MYO, baixa de CARL se correlaciona a um melhor prognéstico e OS do doente. Porém,
sdo necessarios estudos adicionais que confirmem o papel efetivo destes biomarcadores

do DLBCL. (84)

Todos estes biomarcadores de prognostico estao resumidos na Tabela 11:

Tabela 11 - Biomarcadores de prognostico de DLBCL adaptado de (74,80-82)

Biomarcador Prognéstico
BCL-2 Nao Favoravel
MYC Nao Favoravel
BCL-6 Favoravel
TP53 Nao Favoravel
miR-155 Nao Favoravel

Miofibroblastos, células dendriticas e linfocitos T CD4+ | Favoravel

Linfocitos NK, PCs ativadas, linfocitos Treg FOXP3+ | Nao Favoréavel

Superexpressdo de PDL-1 por células tumorais Nao Favoravel
Expressao de PD-1 por células T dentro do TME Favoravel
Razdao CD4*CD8:M2*PD-L1 Favoravel

BCL: Proto-oncogene inibidor da apoptose; MYC: Myelocytomatosis oncogene; TP53: Proteina
supressora de tumor p53; miR: MicroRNA; CD: Cluster de diferencia¢do; PDL: Ligante de proteina/s de
morte celular programada; PD: Proteina/s de morte celular programada; M2: Macrofagos 2.

O prognostico de linfoma folicular (FL) foca-se em diferentes modelos, sendo um dos
mais recentes o0 m7-FLIPI em adicdo ao PET. Este modelo integra sete mutacdes
essenciais no FL (EZH2, ARIDI1A, MEF2B, EP300, FOXO1, CREBBP ¢ CARDI11),
uma vez que, surgiram como os biomarcadores mais significativos de FFS. (79) As
mutagdes nos genes EP300 e FOXOI1 tém coeficientes positivos mais fortes
(correlacionados com um prognostico adverso); contrariamente, ARIDIA e EZH2

demonstraram coeficientes negativos mais fortes, ou seja, prognodstico favoravel. (85)

TP53 ¢ outro gene bem descrito, sendo que mutagdes no mesmo geram perda de funcdes
supressoras de tumor, contribuindo para o desenvolvimento e progressdao do cancro.

(86) STAT®6 ¢, igualmente, um gene definido com um mau prognostico. (61)
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Ki-67, um marcador de prolifera¢do celular, aliado ao TME, ¢ também um elemento-
chave no que diz respeito ao prognostico do FL, visto que, permite identificar doentes

com FL com maior risco de progressdo precoce da doenca. (79)

Mais uma vez, o papel do TME ¢ fundamental para que a neoplasia se possa
desenvolver, sendo essencial conhecer o mesmo, embora, devido a sua

heterogeneidade, esta seja uma tarefa contraditoria. (86)

Em termos celulares, foram descritos resultados inferiores correlacionados com uma
maior propor¢do CD4/CD8, embora este facto ndo esteja bem estabelecido. Nos
linfécitos T CD4+, em relagdo ao seu impacto na transformagdo tumoral, a expressao
intrafolicular estd associada a progndsticos inferiores, enquanto a expressao
interfolicular foi associada a valores mais favoraveis. (86) Outro motivo para que
maiores razdes CD4/CDS se relacionem com prognosticos fracos deve-se as populagdes
de linfocitos Treg CD4/CD8+ FOXP3+, onde, a presenga de linfocitos CD4+ FOXP3+
geram prognosticos ndo favoraveis e a presenga de linfocitos CD8+ FOXP3+ geram
progndsticos favoraveis. (86) Para além destas células, existem outras com bastante
impacto, tal como as células dendriticas foliculares, no entanto, o seu papel no
prognostico deste linfoma ainda ndo estd definido, uma vez que, diferentes estudos

relatam resultados distintos.

A subpopulac¢ao estromal mais proeminente no FL sdo as células reticulares foliculares,
que secretam IL-4, CXCL12, CXCL13, IL-7 e BAFF. Enquanto o proprio BAFF foi
relatado sem impacto no resultado, a sua contraparte expressa em linfocitos B, o recetor

BAFF (BAFFR), foi definido com um impacto inferior no resultado. (86)

Quanto aos macrofagos, resultados referentes aos CD68+, bem como, a macréfagos
protumorais, cujo fenotipo expressa CD163, CD206 e CSF-1R, demonstraram também
ser contraditdrios, pelo que, sdo necessarios estudos mais concretos, no entanto ha

indicios de que se relacionem com um prognoéstico adverso. (86)

O papel da angiogénese também ¢ particularmente relevante, visto ser importante no
fornecimento de nutri¢do e oxigénio. Biomarcadores angiogénicos como VEGF foram

estudados e demonstraram um prognostico inferior. (86)

Na Tabela 12 ¢ apresentado um resumo dos biomarcadores abordados, bem como, o

seu valor de progndstico.
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Tabela 12 - Biomarcadores de prognostico de FL adaptado de (74,79,85,86)

Biomarcador Prognéstico
EP300 e FOXOl1 Nao Favoravel
ARIDIA e EZH2 Favoravel
TP53 Nao Favoravel
STAT6 Nao Favoravel
Ki-67 Nao Favoravel
Linfocitos T CD4+ FOXP3+ Nao Favoravel
Linfécitos T CD8+ FOXP3+ Favoravel
BAFFR Nao Favoravel
Macréfagos CD68+ e CD163+ Nao Favoravel
VEGF Nao Favoravel

EP300: Proteina p300 de ligago a regido inicial do adenovirus; FOXO1: Forkhead Box O1; ARIDIA:
Proteina 1A contendo dominio interativo rico em AT; EZH2: Potenciador do Zeste Homolog 2; TP53:
Proteina supressora de tumor p53; STAT: Transdutor de sinal e ativador da transcri¢do; Ki-67: Proteina
nuclear associada a proliferagdo celular; CD: Cluster de diferenciagdo; FOXP3: Proteina P3 forkhed box;
BAFFR: Recetor BAFF (Fator de ativagdo das células B); VEGF: Fator de crescimento endotelial
vascular.

O linfoma MALT esta intimamente ligado a ocorréncia e desenvolvimento de infe¢des
cronicas e inflamacdo, muitas vezes, dada a hipotese da presenca de um agente
infecioso. Deste modo, células associadas a inflamag¢do e relacionadas com respostas
imunes, contribuindo para a tumorigénese, como mondcitos, neutréfilos, linfocitos e

plaquetas podem ter valor de prognostico. (87)

Assim, foi estabelecido que uma baixa razdo linfocitos/monocitos (LMR) estd
relacionada com um prognostico inferior no linfoma MALT. Os mondcitos
desempenham uma fun¢do marcadamente ativa na ocorréncia e metéstase de tumores,
visto que, inibem a resposta imune adaptativa em tecidos tumorais ¢ induzem a fuga
imune de cé¢lulas tumorais. Por outro lado, levam a expressao do PDL-1, que pode
enfraquecer a proliferagdo de células efetoras, impedir a diferenciacdo e maturagdo de

linfocitos, induzindo assim a recorréncia e proliferagdo tumoral. (87)

Adicionalmente, os monoécitos podem ser diferenciados em macréfagos associados a

tumores (TAMs) e participar da composi¢do do TME. Estes TAMs podem-se dividir
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em dois grupos: M1 (pro-inflamatorios, ativados por lipopolissacarideo ou interferao
gama) ou M2 (anti-inflamatdrios, ativados por interleucina IL-4, IL-13 ou IL-10).
Estudos revelam que, niveis crescentes de macrofagos M1 indicam melhor progndstico,

enquanto niveis crescentes de macrofagos M2 preveem piores resultados. (87)

O bloqueio do fator TGF-B pode levar a deplecao de neutrofilos, o que reduz o efeito
antitumoral do tratamento, sugerindo um pior progndstico. Por outro lado, consensos
crescentes tém sugerindo que as plaquetas sdo recrutadas para envolver células
tumorais, protegendo-as das respostas imunologicas ¢ promovendo o crescimento e
disseminagdo do tumor. Deste modo, para além da LMR, a razao plaquetas-linfocitos
(PLR); neutrofilos-linfécitos (NLR) e o indice de imunoinflamagdo sistémica (SII)
também poderdo dar dados importantes no que diz respeito ao progndstico do linfoma

MALT, apesar de ainda ndo ter sido relatado o seu papel neste linfoma. (88)

Assim, existem dados limitados sobre biomarcadores de progndsticoem EMZL MALT,
sendo tipicamente CD5-, onde a expressdo de CDS5 associa-se ao envolvimento nao
gastrico, bem como, a disseminacdo da doeng¢a. Da mesma forma, a presenca da
mutagdo t(11;18) foi associada a um maior tempo para recidiva da doenga, menor
duracdo da remissdo e resisténcia a agentes alquilantes orais. A expressdao de FOXP1
foi associada a uma maior taxa de recidiva e menor sobrevida livre de doencga, enquanto

BCL-10 foi associada a EMZL avancado. (89)

Outros fatores clinicos relatados associados a um pior resultado sao idade >60 anos,
lactato desidrogenase (LDH) elevado, B2 microglobulina (B2-MG), anemia
(hemoglobina <12 g/dL), trombocitopenia, linfopenia, albumina sérica baixa, entre

outros. (89)

Na Tabela 13 estdo resumidos todos os biomarcadores acima abordados, bem como, o

seu valor de progndstico.
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Tabela 13 - Biomarcadores de progndstico de linfomas MALT adaptado de (87-89)

Biomarcador Prognéstico
Baixa LMR Nao Favoravel
Expressao de PDL-1 Nao Favoravel
Macrofagos M1 Favoravel
Macrofagos M2 Nao Favoravel
Bloqueio TGF-f Nao Favoravel
Expressao de CD5 Nao Favoravel
Expressdao de FOXP1 e BCL-10 Nao Favoravel
B2-MG e LDH elevados Nao Favoravel

LMR: Razdo linfécitos/monoécitos; PDL: Ligante de proteina/s de morte celular programada; TGF-p:
Fator de crescimento transformador beta; CD: Cluster de diferenciagdo; FOXP1: Proteina P1 forkhed
box; BCL: Proto-oncogene inibidor da apoptose; f2-MG: f2-MG - B2-microglobulina; LDH: Lactato
desidrogenase.

Relativamente aos linfomas periféricos de células T (PTCL), a semelhanca de outros
linfomas, um dos biomarcadores de prognostico envolve valores elevados de Ki-67
como sendo preditivos de maus resultados. Adicionalmente, um alto nivel sérico de
LDH e a presenca de infe¢do por EBV foram também definidos como relevantes num
pior prognostico (Tabela 14). Imagens PET auxiliam também a definir o progndstico

atual. (90)

No que diz respeito ao PTCL-NOS, o subtipo de linfoma por si s6 pode dar indicios de
um prognostico melhor/pior, visto que, pacientes com expressdo de GATA3 tém um
pior prognéstico face a doentes com assinatura de TBX21, dada a resposta
significativamente melhor & quimioterapia. (67,91) E importante ainda referir que a

expressao de CD3 e CD8 no subtipo PTCL-NOS sugere um pior progndstico. (29)

Relativamente ao subtipo ALCL, a positividade/negatividade de ALK tem associagdes
prognosticas distintas. O ALCL ALK+ estd associado a doentes mais jovens, pelo que
foi reconhecido um prognéstico e resposta a quimioterapia melhorados. (90,91)
Antagonicamente, ALCL ALK- tendem a ocorrer numa faixa etaria mais avangada e a
ter prognosticos menos positivos. Nestes casos, sdo verificados rearranjos em
DUSP22 e TP63, onde o resultado de ambos no progndstico ¢ distinto. Rearranjos TP63

sdo dados como menos favoravel, com uma OS diminuida, em contrapartida,
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inicialmente, DUSP22 foi identificado como um biomarcador excelente, preditor de
resultados clinicos semelhantes aos verificados em ALK+, porém, estudos mais

recentes ja contrariam esta hipotese, pelo que, sdo necessarios mais estudos. (90,91)

Os casos de ALCL triplo-negativo demonstraram uma sobrevida global intermédia
entre aqueles que tém rearranjo em DUSP22 ou TP63. De qualquer forma, apesar das
incertezas relativamente ao papel prognostico de DUSP22, sabe-se que a sobrevida ¢

superior comparando com casos com rearranjo em TP63 ou triplo-negativo. (90,91)

Quanto a expressdo de PD-1/PDL-1 no ambiente tumoral de AITL, também estd
associado a uma reducao da OS, visto que facilita a evasao tumoral. (90,92) Para além
disso, a expressdo de CD7 tem um impacto positivo no progndstico deste linfoma,

enquanto doentes que expressam CD38 e Ki-67 tiveram um progndstico pior. (29)

De uma maneira geral, também no PTCL a NLR ¢ relevante no microambiente tumoral,

pelo que, quanto mais elevada for a mesma pior sera o progndstico. (93)

Tabela 14 - Biomarcadores de prognoéstico de linfomas PTCL adaptado de (90)

Subtipo Biomarcador Prognéstico
Ki-67; LDH; EBV; NLR Nao Favoravel
PTCL-NOS GATAS3 Nao Favoravel
TBX21 Favoravel
CD3 e CD8 Nao Favoravel
ALCL ALK+ Favoravel
ALCL ALK- DUSP22 Favoravel
TP63 Nao Favoravel
AITL PD1/PDL-1 Nao Favoravel
CD7 Favoravel
CD38 Nao Favoravel

Ki-67: Proteina nuclear associada a proliferacdo celular, LDH: Lactato desidrogenase; EBV: Virus
Epstein-Barr; NLR: Razdo neutréfilo/linfocito; PTCL: Linfoma periférico de células T; NOS: Sem outra
especificagdo; GATA3: Fator de transcricdo de importante na proliferagdo, desenvolvimento e
diferenciacdo celular; TBX21: Fator de Transcrigao T-Box 21; CD: Cluster de diferencia¢do; ALCL:
foma anaplasico grande; ALK: Anaplastic Lymphoma Kinase; DUSP22: Proteina fosfatase 2 de dupla
especificidade; TP63: Proteina supressora de tumor p63; AITL: Linfoma angioimunoblastico de células
T; PD: Proteina/s de morte celular programada; PDL: Ligante de proteina/s de morte celular programada.
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Para além destes biomarcadores especificos de cada subtipo de linfoma, recentemente,
abordagens que envolvem o doseamento de DNA livre de células (cfDNA) e DNA
tumoral circulante (ctDNA) tém sido promissoras no que diz respeito a definicdo do

progndstico da doenga e eficacia terapéutica.

O cfDNA refere-se ao DNA libertado na corrente sanguinea, resultante de processos
como apoptose, necrose e secre¢ao, tanto de células saudaveis como cancerigenas. Em
doentes sauddveis a sua concentragdo ¢ baixa, podendo-se elevar em condi¢des
traumaticas, para além das neoplasias, como EAM. (94,95) No contexto de um cancro,
a rapida expansdo clonal e a pressao seletiva impulsionam a progressao da doenca e
aumentam o ctDNA, um subconjunto do cfDNA, onde células malignas se desprendem
do tumor primario/de metastases para a corrente sanguinea. Assim, ambos os tipos de
células, abrangem informagdes genéticas e epigenéticas que espelham o genoma/
epigenoma da célula cancerigena original. A dete¢do de cfDNA/ctDNA ganhou
relevancia significativa no diagnostico do cancro, dada a especificidade incomparavel
com outros biomarcadores utilizados. (94) Como exemplo do significado progndstico
de cfDNA, ao observar a andlise destes parametros em doentes com DLBCL (a) e
linfoma de linfécitos T (b) em pré-tratamento (Figura 11), foi possivel observar que
quando o cfDNA ¢ reduzido a sobrevida livre de eventos (EFS) e a OS sdo superiores

quando comparados com doentes em que os niveis de cfDNA sao elevados. (96)

a. DLBCL b. T cell Lymphoma
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Figura 11 - EFS e OS em doentes com DLBCL (a) e linfomas de linfocitos T (b),

em pré-tratamento com diferentes niveis de ¢cfDNA adaptado de (96). Os gréficos
mostram a EFS, em cima, e a OS, em baixo, em doentes com niveis baixos (linha continua) e elevados
(linha tracejada) de cfDNA. Em ambos os subtipos de linfoma, niveis elevados de cfDNA associaram-
se a pior prognoéstico, enquanto niveis diminuidos t€ém melhores chances de sobrevivéncia.
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5.4. Biomarcadores de Eficacia Terapéutica

Atualmente, existe uma necessidade urgente de investir na investigacao/estudo dos
biomarcadores de eficacia terapéutica nos linfomas, de modo a desenvolver marcadores
especificos e sensiveis para prever a resposta de uma determinada terapéutica e avaliar
quais os doentes que poderdo beneficiar de quimioterapia sistémica, ajudando a

desenvolver regimes terapéuticos mais precisos. (80)

O uso de biomarcadores quantitativos extraidos de exames PET para caracterizar a
resposta clinica em doentes com linfomas tem ganho especial relevancia. Tal como ja
referido, a imagiologia por PET ¢ rotineiramente usada tanto no estadiamento inicial
como na estimativa dos resultados de sobrevivéncia (prognostico), e agora também para

a avaliacao da resposta ao tratamento. (97)

5.4.1. Biomarcadores de Eficicia Terapéutica no Linfoma de Hodgkin

No linfoma de Hodgkin, PET ¢ extensivamente utilizado para determinar a eficacia
terapéutica, verificando-se que a negatividade para PET demonstra, a partida, uma
doenca residual minima indetetavel. (98) No entanto, de modo a obter uma resposta
mais fundamentada, recomenda-se a suplementa¢do dos resultados de PET com
biomarcadores adicionais como ctDNA/ ¢cfDNA ou outros biomarcadores como ¢ o

caso do TARC, no cHL. (99)

Tal como referido anteriormente, TARC ¢ reconhecido como um importante
biomarcador de diagnodstico no cHL, uma vez que cerca de 90% das biopsias mostram
células HRS positivas para TARC, onde a maioria dos doentes apresentam niveis deste

biomarcador significativamente elevados no pré-tratamento. (52)

Deste modo, estudos revelaram que doentes no estadio I da doenga expressam valores
inferiores de TARC quando comparados com doentes num estadio mais avangado,
sendo, por isso, um indicador de doenga ativa. Posteriormente, foi revelado que o
TARC pode também servir como marcador de avaliacdo de resposta devido a sua
diminuicdo apds 2 ciclos de quimioterapia. (100) Além disso, demonstrou-se que niveis
séricos aumentados de TARC mantidos apos o tratamento correlacionam-se com pior
sobrevida, maior risco de progressao/recidiva da doenca. Nestes casos, os doentes

poderdo beneficiar de uma escalada precoce do tratamento. (100)
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CfDNA ¢ uma abordagem promissora no que diz respeito a eficacia terapéutica, visto
que, tem aplicagao ao nivel da detecao precoce dos tumores, avaliagao da sua genética,
monitorizagdo da resposta terapéutica, detecdo da doenga residual minima, evolugdo
molecular e surgimento de resisténcias pds-tratamento. (101) Assim, o sequenciamento
de cfDNA pode ser usado para revelar a estrutura clonal espacial e temporal do tumor;
para definir mutagdes de clones provavelmente presentes nas células do LH,

verificando apoés a terapéutica a presenga/auséncia dos mesmos. (98,102)

5.4.2. Biomarcadores de Eficicia Terapéutica no Linfoma niao-Hodgkin

No LNH os biomarcadores que revelam a resposta a terapéutica, sdo praticamente os
mesmos que se aplicam no LH, uma vez que, sao considerados marcadores versateis €

universais, como € o caso do PET e do cfDNA.

PET, para além de nos dar dados visuais, também permite explorar marcadores
metabolicos como o valor maximo de captacdo padrdo (SUV max), TMV e TLG. As
diminui¢des destes marcadores podem nos dar informagdo relativa a eficicia da
terapéutica instituida. Exemplos disso, estdo relatados em estudos que demonstraram
uma diminui¢do da SUV nax a0 28° dia de tratamento com CART-T em linfomas de

grandes linfécitos B. (103)

Em comparagao as células normais, as células cancerigenas necessitam de mais glicose,
passando por processos de glicolise aerdbica para produzir ATP, deste modo, o
aumento do metabolismo lipidico e a alta capta¢do de glicose sdo demonstrados por
malignidades originadas por linfocitos B, os tipos de LNH mais frequentes. Assim, a
reducdo da necessidade de captacao de glicose pode ser vista como um biomarcador de

efic4cia terapéutica. (104)

Mais tarde verificou-se a presenca de niveis aumentados de LDH em doentes com estas
neoplasias. Assim, para além de servir como biomarcador de prognostico, pode ser
empregue como uma ferramenta de triagem para saber a resposta de um determinado
tratamento ou a sua recorréncia. Analisou-se ainda a importancia da f2-MG, onde se
provou que niveis elevados de f2-MG e LDH revelam um pior progndstico e resposta

a terapéutica a curto prazo. (104)
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Por sua vez, em LNH, o ctDNA demonstrou correlacionar-se tanto com o TMV como
com o LDH, podendo prever a eficicia/resposta a terap€utica instituida, onde, a
semelhanca do que acontece no LH, niveis aumentados de ctDNA revelam um mau

resultado na resposta a terapéutica. (105,106)

Mais recentemente, avaliou-se o papel de RNAs nao codificantes circulantes (ncRNA),
nomeadamente microRNAs (miRNAs) e os RNAs nao codificantes longos (IncRNAs),
na monitorizacdo e eficacia terapéutica. (107) Apesar de serem necessarios estudos
adicionais alguns autores foram capazes de demonstrar que a alta expressdo de
IncRNAs TUC38, PEG10, HULC, HOTTIP e HOTAIR, bem como, uma expressao
diminuida de IncRNA GASS, foram associados a uma pior resposta a terapéutica R-
CHOP em doentes com DLBCL. Por outro lado, a sobrexpressdao de IncRNA RORI1-
AS1 promove o crescimento do tumor e diminui a sensibilidade ao ibrutinib e a
dexametasona em pacientes com linfoma das células do manto (MCL), reduzindo a

eficacia terapéutica. (108)
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6. Desafios e Limitacoes no Uso de

Biomarcadores para Linfomas

Nos linfomas, a utilizacdo de biomarcadores ¢ de extrema relevancia, uma vez que,
estes sdo responsaveis por nos fornecer respostas quanto ao diagnostico e estadiamento
da neoplasia, prognostico/sobrevida do doente, bem como, relativamente a resposta e
eficacia da terap€utica instituida. No entanto, existem algumas lacunas que

permanecem em aberto.

No que diz respeito ao diagnostico do cLH, entre os quatro subtipos existentes, ¢
possivel verificar um padrao imunofenotipico comum e caracteristico de expressao de
certos antigénios em células neoplésicas, ou seja, positividade para CD15, CD30, PAX-
5 (expressao fraca) e, tipicamente, negatividade para outros marcadores de células B,
marcadores de células T e CD45. A distingdo entre os diferentes subtipos passa pelas
diferengas epidemiologias, progressao da doenga, caracteristicas morfologicas e status
do EBV, o que dada a sua subjetividade pode, por vezes levar a resultados falsos

negativos pela escassez de células neoplasicas e biomarcadores de diagnoéstico. (109)

Algumas incoeréncias ao nivel dos biomarcadores de prognostico, tanto em LH ¢ LNH,
também foram relatadas ao longo desta revisdo da literatura, bem como, se verificou
uma grande falta de investimento no que diz respeito aos biomarcadores de eficacia
terapéutica, o que compromete, em parte tanto o direcionamento da terapéutica como

os dados existentes de resposta a0os mesmos.

Quanto aos instrumentos utilizados na descoberta e identificagdo de biomarcadores
também permanecem com lacunas por remediar. Exemplo disso sdo as limitagdes que
advém do PET, exame de imagem mais utilizado como biomarcador de linfomas. Tal
como verificado, PET da-nos diversos tipos de informacao, entre os quais a resposta
clinica a terapéutica instituida, no entanto, muitas das vezes a interpretacdo visual deste
exame no fim da terapéutica ndo coincide com os resultados clinicos, existindo muitas
vezes doenca residual em doentes com resposta completa negativa para PET, ou seja,

falsos negativos. (110)

Esta limitagdo gera um desafio de extrema importincia no que diz respeito ao
desenvolvimento de biomarcadores com alta sensibilidade para a detecdo da doenga

residual minima, o que iria distinguir mais precisamente que doentes atingiram uma
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remissdo molecular completa. (110) Para além disso, PET permite a exposicao de
doentes a radiagdao o que, além de poder gerar efeitos adversos adicionais, pode ser
enviesado pelo aumento da captagio de FDG em orgdos infiltrados apos
imunoquimioterapia, infe¢cdes e inflamacdo. Assim, o linfoma pode ndo apresentar
consistentemente alta captagdo, o que complica a avaliacdo da resposta a terapia,
gerando dificuldades na interpretagdo de imagens e na tomada de decisdes clinicas.
(111,112) Outra limitagdo relevante em PET, ¢ o facto de o exame de imagem ser
analisado visualmente pelo olho humano, o que para além de trazer subjetividade ao

método, podem nao ser verificados alguns padroes importantes. (111)

Fontes também revelam que a tecnologia NGS, apesar de mostrar sensibilidade de
detegdo, gera problemas com informacgdes incompletas e falsos positivos. (113) Por
outro lado, atualmente, com a implementagdo de biopsias de tecido invasivas foi
possivel obter informagdes moleculares de extrema importancia para estratificar
doentes com linfomas em subgrupos genéticos. Porém, tais procedimentos invasivos
também apresentam limitagdes como € o caso das intervengdes cirurgicas que carregam
riscos, ndo podendo ser realizada em doentes em condi¢des de saude mais debilitadas.
Além disso, a biopsia de tecido ndo captura totalmente a heterogeneidade espacial e

temporal do tumor, visto que apenas um unico local do tumor ¢ seriado. (114)

Dados todos estes desafios, perspetivas futuras apontam para a implementacdo de
biopsias liquidas e do doseamento de cfDNA/ctDNA, no entanto, este método também
apresenta muitas limitagdes nas fases pré-analitica, analitica e pos-analitica, sendo
necessarios estudos intensivos para que se torne uma ferramenta de rotina. (112) Na
fase pré-analitica, protocolos padronizados para selecdo, manuseio, processamento €
armazenamento de amostras sdo cruciais para minimizar erros. A variabilidade
biologica em biofluidos apresenta desafios adicionais, e escolher o biofluido apropriado
para a descoberta de biomarcadores requer considerar fatores como localizagdo do
tumor e acessibilidade. Na fase analitica a quantificagdo e qualificacdo do cfDNA sao
fatores criticos e, deste modo, métodos como ensaios baseados em fluorescéncia e
ferramentas baseadas em PCR sdo vitais para avaliar a adequagdo da amostra. Além
disso, materiais de referéncia e a medida do resultado analitico, particularmente em
termos de potencial quantitativo e apresentacdo do resultado, destacam ainda mais os
desafios na padronizagao dos procedimentos de bidpsia liquida. Na fase pds-analitica,

fatores que afetam crucialmente a sensibilidade e a especificidade sdo criticos. (112)
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Outra limitagdo deste método é referente ao nimero de células tumorais circulantes,
que podera ndo ser suficiente para a realizagao da biopsia liquida e sequenciamento,
como ¢ o caso da monitorizagdo no final do tratamento onde a carga tumoral ¢

extremamente baixa. (85,113,114)

Em suma ainda existem muitos desafios a serem superados dada a heterogeneidade dos
linfomas, existindo mais de 80 subtipos; auséncia de padronizacdo nos métodos de
identificacdo de biomarcadores, bem como, na interpretacdo de resultados; falta de
sensibilidade ou especificidade de determinados biomarcadores; custo de acesso a

certos testes moleculares.

Algumas perguntas mantém-se em aberto, com perspetivas de serem respondidas num
futuro proximo dado ao avango nas consistentes pesquisas que tém sido feitas nesta

area:

1. Quais os biomarcadores de eficacia terapéutica que realmente tém um valor
preditivo robusto?

2. No contexto da medicina personalizada, como deveremos correlacionar e
adaptar o biomarcador com outros dados clinicos?

3. Qual o papel do cfDNA e da biopsia liquida? Sensibilidade e possivel
substitui¢do de biopsias invasivas?

4. Biomarcadores em linfomas raros? Quais as perspetivas futuras?
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7. Perspetivas Futuras e Avancos na Pesquisa de

Biomarcadores

Tal como referido, as analises moleculares de tumores exigem biopsias de tecido
invasivas, onde a amostra nio representa com precisdo a heterogeneidade do tumor.
Como forma de superar esta limitacdao surgiu a biopsia liquida que permite dosear o
ctDNA, sendo um biomarcador minimamente invasivo ¢ altamente versatil, podendo
contribuir futuramente para a tomada de decisdo clinica no linfoma, visto que, fornece
uma imagem em tempo real da composicao genética e facilita a quantificagdo da carga

tumoral a qualquer momento durante o curso da doenga. (110,114)

Apesar de existir dificuldade da sua implementacao na pratica clinica, dado que é um
procedimento que continua com uma falta de padronizagdo e harmonizacido entre
laboratorios, varias iniciativas tém sido langadas para definir padrdes para manuseio
pré-analitico, design de painel, desempenho de ensaio e bioinformatica, o que nos
indica que num futuro breve podera ser um procedimento que comeca a fazer parte da
rotina clinica. Por fim, tém-se feito avangos técnicos para permitirem a detecdo de
quantidades cada vez menores de ctDNA, o que fara com que este método seja capaz
de prever a avaliacdo prospetiva do valor clinico, estratificar o erro e monitorizar a
doenca residual minima, tanto em linfomas de células B como células T, num futuro
proximo. (110,113-116) As aplicacdes destes procedimentos podem passar, por
exemplo, pela monitorizagdo precoce do ctDNA para estratificar doentes com DLBCL
com base na sua resposta molecular a terapéutica de primeira linha, R-CHOP. Doentes
que demonstrem rapida depuracdo do ctDNA apds um ou dois ciclos de terapéutica
podem ser candidatos a um descalonamento da terapéutica, reduzindo a exposicao a
regimes potencialmente toxicos sem comprometer a eficacia. Por outro lado, doentes
com positividade persistente podem ser direcionados para opgdes terapéuticas mais
intensas ou alternativas para superar a resisténcia precoce. Essa abordagem adaptativa
aproveita a dindmica do ctDNA para informar decisdes de tratamento personalizadas e
em tempo real que podem, em ultima andlise, melhorar a sobrevida livre de progressao

e a sobrevida global. (116)

Para combater as lacunas existentes no famoso exame de imagem PET, pretende-se,

futuramente, aplicar a contribui¢do da inteligéncia artificial e andlise radiomica na
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compreensdo dos dados fornecidos por este procedimento. (111) A radidomica ¢ um
campo de pesquisa rapido, focado na extragdo quantitativa de caracteristicas de imagens
médicas e na transformacao delas em dados ricos e de alta dimensao. Melhora ainda o
diagnostico, facilita o desenvolvimento de estratégias de tratamento individualizadas e
refina as previsoes de resultados com base em fatores como heterogeneidade do tumor
e caracteristicas biologicas, patoldgicas e metabolicas do linfoma. Por outro lado, o
processo de aprendizagem da IA comeca com a colheita e o pré-processamento de
dados, seguidos pela extragdo de caracteristicas, treinamento do modelo e avaliagdo.
Deste modo, teve um impacto profundo no atendimento ao doente, detecdo de doengas,
diagnodstico e planeamento do tratamento, visto permitir a segmentacdo de imagens
médicas, analise automatizada, identificacdo de doencas, avaliacdo de risco ¢ da
resposta terapéutica e previsdo de prognostico. A IA otimiza ainda a qualidade da
imagem, permitindo a andlise quantitativa de biomarcadores de imagem e fornecendo

aos médicos ferramentas de suporte a decisdo. (111)

Embora esteja a vista as perspetivas futuras do uso destes métodos adicionais, mais

estudos serdo necessarios para que os mesmos integrem a rotina clinica.

Na pratica clinica, outros métodos de dete¢ao de biomarcadores tém sido abordados. A
metabolomica ¢ um procedimento com perspetivas futuras favoraveis, consistindo na
avaliacdo de parametros quantitativos e qualitativos dos metabolitos presentes em
c€lulas, tecidos e fluidos corporais, que podem revelar informagdes cruciais sobre o
estado do tumor, estando associado ao diagndstico e compreensdo de doengas,
descoberta de novos alvos para farmacos, personalizagio do tratamento e
monitorizagdo de resultados terapéuticos. (117) As suas vantagens englobam o facto de
pequenas mutacdes apresentarem alteragdes metabdlicas 0bvias; os metabolitos serem
menos nNumerosos que genes € proteinas; ser um estudo mais abrangente; alteragdes
metabolicas podem refletir diretamente o estado patologico do organismo. (118)
Alguns estudos ja foram desenvolvidos e foi registada uma prevaléncia significativa de
acido elaidico e hipoxantina A(HX) em doentes que sofrem de linfoma de Hodgkin,
MM, LLC e DLBCL em compara¢do com individuos saudaveis. Mais investigacdes
terdo de ter desenvolvidas, mas acredita-se que este procedimento sera uma mais-valia

na pesquisa e avangos de biomarcadores. (117,118)
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Por fim, o futuro da terap€utica passard pela medicina personalizada. Aqui, os
biomarcadores sdo, especialmente, valiosos para a detecdo precoce, progndstico e
diagndstico da doenga, bem como, para a previsao da resposta ao tratamento. Permitem-
nos selecionar os individuos adequados para o tratamento com medicina personalizada,
ou seja, fornecer o medicamento certo ao doente certo. Porém, para atingir este objetivo
continua a ser necessario avangcos na descoberta de biomarcadores e no
desenvolvimento de estratégias terapéuticas que possam ser otimizadas para a selecao
individual de farmacos e doses. (119) Exemplos disso estdo presentes nos avancos da
terapia CAR-T personalizada que tem demonstrado resultados promissores, no entanto
as limitagdes predem-se, em muito, pela falta de biomarcadores. (120) Nesta oOtica,
diversos estudos tém sido desenvolvidos e diferentes métodos de detecdo de
biomarcadores t€m sido utilizados para que esta terap€utica seja otimizada e utilizada

num futuro sem quaisquer inibigdes. (121)
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8. Conclusao

O avango na compreensao dos linfomas, um grupo heterogéneo de neoplasias liquidas,
tem sido, fortemente, impulsionado pela identificacdo e aplicagdo de novos
biomarcadores. Estes que, tal como referido ao longo desta revisao da literatura,
desempenham um papel fundamental ao nivel do diagndstico, estadiamento, bem como,

no prognostico e resposta a terapéutica.

Muitos biomarcadores ja sdo parte integrante e elementos centrais na pratica clinica,
orientando decisdes terapéuticas e contribuindo para a estratificacdo do risco dos
doentes. Além disso, o futuro direciona esta vertente para a incorporacdo de novas
ferramentas moleculares e gendmicas que permitem a detegdo precoce de
recaidas/recidivas, monitorizam a doenca residual minima e antecipam a resisténcia a

uma determinada terapia.

E importante ainda ressalvar que no contexto terapéutico, com o surgimento de
tratamentos dirigidos e imunoterapias, utilizando anticorpos monoclonais e células
CAR-T, verifica-se a importancia crescente da necessidade dos biomarcadores na
medicina de precisdao, onde a escolha e o sucesso das mesmas se relacionam com a

presenca/auséncia de marcadores especificos.

No entanto, apesar dos progressos, coexistem limitacdes a serem superadas, como a
padronizagao de alguns métodos de identificagdo de biomarcadores, validacdo de novos
biomarcadores em fase de estudo clinico, bem como, a acessibilidade dos diferentes
procedimentos nos diversos sistemas de satide. Assim, a pesquisa continua nesta area
torna-se essencial para consolidar avancos, até entdo conquistados, bem como, gerar

novas oportunidades terapéuticas.

Em suma, os biomarcadores representam ndo apenas ferramentas técnicas, mas
verdadeiros pilares na abordagem moderna, personalizada e eficaz no manejo dos
linfomas, sempre com o objetivo final de melhorar desfechos clinicos e a qualidade de

vida dos doentes.
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