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RESUMO

A presencga de DNA circulante no plasma ou soro de pacientes com cancer
foi demonstrada pela primeira vez na década de 70. Desde entdo, a quantificagdo
do DNA tumoral tem sido investigada no plasma de pacientes com neoplasias.
Diferentes estudos tém relatado que a concentragcdo de DNA circulante encontra-
se elevada nos pacientes com cancer quando comparada com a de individuos
saudaveis. Em neoplasias associadas com o virus Epstein-Barr (EBV) as células
tumorais podem liberar DNA ndo encapsulado do virus para o plasma através de
apoptose, ou necrose. Esta caracteristica também vem sendo alvo de estudos no
monitoramento e avaliacdo prognostica. O EBV estd associado a patogénese de
diversos linfomas ndo Hodgkin originados de células linfoides B (LNH-B) e, dentre
eles, o linfoma de Burkitt (LB). No Brasil, a freqiéncia de associa¢cdo do EBV com
o LB é alta e varia de 50 a 87% nos casos de LB pediatricos, e de 71% dos
linfomas associados ao HIV (LNH-AIDS). Apesar dos excelentes resultados
obtidos em criancas com LNH-B com a utilizacdo de regimes intensivos de
guimioterapia, existe um subgrupo de pacientes que ndo responde ao tratamento.
Estes pacientes possuem fatores de progndstico de alto risco como niveis
elevados da LDH e estagios avancados. Para o LNH-AIDS, os estagios (lll e IV) e
IPI com score 2 e 3 conferem pior prognéstico afetando a resposta ao
tratamento.O objetivo deste estudo foi analisar quantitativamente o DNA do EBV
circulante no plasma como um marcador de diagnostico, prognéstico e resposta
ao tratamento em pacientes com LNH-B. Para isso foram analisadas amostras de
plasma de 42 pacientes com LNH-AIDS e 29 pacientes com LNH pediatricos.
Como controles foram incluidos 20 individuos saudaveis. O DNA total e do EBV
(na série pediatrica) e EBV na série LNH-AIDS, foi quantificado por QPCR,
utilizando conjuntos de iniciadores e sondas desenhados especificamente para as
regides do gene da B-globina (genoma humano) e EBNA-1 presente no genoma
viral. As concentracdes de DNA total e do EBV no plasma dos pacientes com
LNH-B pediatrico foram obtidas ao diagnéstico, durante e ao término do
tratamento. Ao diagnostico, as concentracdes do DNA total no plasma de
pacientes e controles variaram de 35 a 190185 coépias/mL, e de 12 a 151
copias/mL, respectivamente. Quanto a deteccdo do EBV, foi observada uma
correlacdo de 100% entre o diagndstico do virus no tumor por hibridizag&o in situ
(padréo ouro) e a deteccédo do EBV no plasma. A carga viral dos pacientes ao
diagndstico variou entre 23 a 3436 coépias/mL (mediana=1258 copias/mL). Os
individuos controles apresentaram carga viral negativa. Pacientes que
responderam ao tratamento tiveram queda do numero de cépias de ambos os
alvos logo ap6s o primeiro ciclo de quimioterapia, com niveis de DNA
permanecendo indetectaveis ou baixos até o término do tratamento. Por outro
lado, pacientes refratarios apresentaram um aumento significativo do DNA total,
ou viral. Em pacientes com LNH-AIDS a presenca do EBV no plasma ao
diagnostico ndo foi um fator indicativo de mau prognostico. Entretanto, foi
demonstrado que os niveis elevados, acima da mediana (1300 coépias/mL)
estavam associados com reducao da sobrevida global. Em conjunto, os resultados
obtidos neste estudo indicam que o DNA circulante pode ser uma ferramenta Uutil
no diagnostico, progndstico e monitoramento da resposta ao tratamento dos
pacientes com LNH-B.



ABSTRACT

The presence of circulating DNA in plasma or serum of cancer patients was
first demonstrated in the 70's. Since then, DNA quantification has been
investigated in the plasma of cancer patients. Different studies have reported that
the concentration of circulating DNA is higher in cancer patients as compared with
healthy subjects. In cancers associated with Epstein-Barr virus (EBV), tumor cells
can release not encapsulated DNA virus to the plasma through apoptosis or
necrosis. This feature has also been the focus of studies on monitoring treatment
response, and for prognostic evaluation. EBV is associated with the pathogenesis
of B cell non-Hodgkin's lymphomas (B-NHL), and among them, Burkitt's lymphoma
(BL). In Brazil, the frequency of EBV association with BL is high ranging from 50 to
87% in pediatric cases, and 71 % of HIV-associated lymphomas (AIDS-NHL).
Despite the excellent results obtained with the use of intensive chemotherapy
regimens in pediatric NHL, there is a subgroup of patients which do not present
response to treatment. These patients have at diagnosis high risk prognostic
factors such as high levels of LDH and advanced stages. For the NHL-AIDS
lymphomas these factors are advanced disease stages (lll and IV) and IPI score 2
and 3. The objective of this study was to quantify circulating EBV DNA in plasma
as a marker of prognosis and treatment response in patients with B-NHL. To this
end, plasma samples from 42 patients with NHL associated with HIV and 29
patients with pediatric B-NHL were analyzed. Moreover, 20 healthy subjects were
included as controls. After extraction of DNA from plasma, the total DNA and EBV-
DNA (in pediatric series) and EBV-DNA (in AIDS-NHL) series were quantified by
QPCR, using sets of primers and probes designed specifically for regions of -
globin gene (human genome) and EBNA-1 gene present in the viral genome. Total
DNA and EBV concentrations in the plasma of pediatric B-NHL patients were
analyzed at diagnosis, during, and at the end of treatment. In these patients the
concentration of total DNA in plasma of patients and controls ranged from 35 to
190,185 copies/mL, and 12 to 151 copies/mL, respectively. We observed a 100%
of correlation between the diagnosis of virus in the tumor by in situ hybridization
(gold standard method) and the detection of EBV in plasma. The viral load of
patients at diagnosis ranged from 23 to 3436 copies/mL (median=1258 copies/mL).
The control subjects had negative-viral load. Interestingly, we observed that
patients who responded to treatment had a decrease of DNA levels for both targets
after the first chemotherapy cycle, with levels of DNA remaining undetectable or
low until the end of treatment. On the other hand, patients with progressive disease
had a significant increase of total or viral DNA plasma levels. Besides, in AIDS-
NHL patients, plasma EBV-DNA levels higher than the median value (1300
copies/mL) were associated with an inferior overall survival. Together, the results
of this study indicate that the circulating DNA may be a useful tool at diagnosis and
for monitoring treatment response in B-NHL patients.
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1 INTRODUCAO

1.1 DNA CIRCULANTE

1.1.1 Origem e caracteristicas do DNA livre no plasma

A presenca de &cidos nucléicos circulantes (ANC) foi observada pela
primeira vez em 1948 no plasma de individuos saudaveis e portadores de
diferentes patologias. Além do plasma e soro, os ANC podem ser encontrados fora
da célula em outros fluidos corporais como urina, liquor e saliva, aléem de serem
originados de células de diferentes tecidos entre eles: tecido hematopoiético,
sistema nervoso central, embrionario e células tumorais. Os ANC também podem
ter origem exdgena como por exemplo, viral e bacteriana (MANDEL et al, 1948 ;

GOESSL et al, 2002 ; FLEISCHHACKER et al, 2007).

Lui e colaboradores (2002; 2003) quando utilizaram como modelo pacientes
transplantados com medula 6ssea provenientes de doadores de sexo oposto,
observaram uma predominancia de DNA circulante derivado do sistema
hematopoiético no plasma desses pacientes. Em seguida, os mesmos autores
mostraram que diferentes 6rgdos como coracdo, figado e rins podem contribuir
liberando DNA para o plasma. Ha relatos de que fragmentos de DNA de origem
fetal ou placentaria sdo encontrados no plasma materno durante toda gestacéo
podendo persistir circulando na mée meses apos o nascimento (LAMBERT et al,
2002; LO et al, 1997). No cancer, acredita-se que o DNA circulante no plasma de

pacientes com diferentes neoplasias é originario de células tumorais, uma vez que



este apresenta caracteristicas presentes em células do tumor como mutacoes e
metilacdo de genes que participam no controle da proliferacéo celular. Além disso,
h& evidéncias de DNA de origem ndo tumoral no plasma desses pacientes, sendo
esses originados de células normais localizadas ao redor do tecido tumoral e que
morrem devido ao crescimento do tumor (SORENSON, 1994; JAHR, 2001,

DELIGEZER, 2003).

Leon e colaboradores foram os primeiros a mostrar que a concentracédo de
DNA circulante varia de acordo com a condigéo fisiologica e, ou patogénica do
individuo. A concentracdo de DNA no plasma de um individuo saudavel varia entre
10 a 100 ng. No entanto, valores até dez vezes maiores podem ser encontrados
em pacientes com céancer de pulméo, anemia falciforme e pacientes com algum
trauma que provoque injaria celular (LEON et al,1977; FLEISCHHACKER et al,
2007; VASAVDA et al, 2007; YOON et al, 2009). No entanto, o0s mecanismos que
atuam na liberagcdo do DNA circulante ndo estdo bem estabelecidos e envolvem
diferentes tipos de morte celular (necrose, apoptose e lise), como também, a
liberacdo espontanea de &cidos nucléicos por células viaveis (SWARUP et al,

2007) (Figura.l).
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Figura 1 - Presenca de DNA circulante em diferentes fluidos ¢ orporais. Os
ANC podem ser liberados em diferentes fluidos corporais e cultura de células por
mecanismos de morte celular, ou pela liberagcdo espontadnea durante a divisdo
celular. Adaptado de Fleishhcker & Schmidt, 2007.

O DNA circulante apresenta caracteristicas estruturais heterogéneas
podendo ser encontrado no plasma sob a forma de fragmentos nucleossomais, ou
seja, associado a histonas, ou livres dessas proteinas. Esses fragmentos variam
entre 180 a 1000 pb (pares de bases). Em individuos saudaveis tem sido descrito
um padréo de ladder de DNA com o predominio de fragmentos de peso molecular
menores que 500 pb, sugerindo que neste caso, 0 principal mecanismo de
liberacdo nesses individuos € um tipo de morte celular denominada apoptose
(SUZUKI et al, 2008; CHAN et al, 2003) (Figura 2). A apoptose é um importante
mecanismo fisioldgico pelo qual células séo eliminadas nos seres vivos. Durante o
processo apoptotico, a célula apresenta caracteristicas marcantes, tais como, a

retracdo celular, perda da aderéncia com a matriz extracelular e com as células



vizinhas, condensacdo da cromatina, formacdo de corpos apoptoticos e
fragmentacdo internucleossomal do DNA variando entre 50 e 200 pb. Ha
evidéncias da presenca de corpos apoptoticos contendo DNA e RNA de origem
fetal no plasma de gestantes, logo nos primeiros meses da gestacdo. Este
resultado sugere que a apoptose esta envolvida com o DNA circulante nessas
mulheres, uma vez que a apoptose é o tipo de morte celular mais comum nos
primeiros estagios da embriogénese. Paradoxalmente, a necrose € um evento de
morte celular caracterizado pela ruptura celular. Durante a necrose todo o
conteudo celular é liberado, inclusive acidos nucléicos, gerando fragmentos de
DNA com alto peso molecular (> que 10000 pb) (NAGATA, 2000; SUZUKI et al,

2008; JAHR et al, 2001; BISCHOFF et al, 2005).
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Figura 2 - Diferentes tipos de fragmentacdo do DNA purificado do plasma .
Resultados de seis pacientes com cancer. Pacientes C7, T5 e T6 apresentam
fragmentacdo internucleossomal do DNA sugerindo um perfil apoptético. Os
pacientes C4, C9 e C14 possuem fragmentacédo de alto peso molecular tipica de
morte celular por necrose. Adaptado de Jahr et al, 2001.



Jahr e colaboradores (2001) recentemente observaram tanto fragmentacao
oligonucleossomal, caracteristica de apoptose, quanto fragmentos de alto peso
molecular a partir de 10000 pb no plasma de pacientes com neoplasias. Ainda
neste estudo, Foi observado que células da linhagem Jurkat originadas de
leucemia de linfécitos T, em meio de cultura, liberam DNA caracteristico de
apoptose e necrose para 0 meio de cultura apés 2 horas de incubacdo. Este
resultado sugere entdo que no cancer, ambos, apoptose e, ou necrose contribuem
para o aumento da concentracdo de DNA circulante no plasma (Figura 2).
Contudo, parece controversa a real participagcdo da necrose como um mecanismo
gue aumente a concentracdo de DNA no plasma. Tal fato pode ser explicado
guando pacientes com tumores metastaticos sdo submetidos a tratamento com
radioterapia, que induz morte celular por necrose. Logo apds o tratamento com
radioterapia tem sido observada uma diminuicdo de 90% na concentracdo de
DNA. Deste modo, parece contraditoria a contribuicdo da necrose no aumento da
concentracdo de DNA no plasma de pacientes com neoplasias. Adicionalmente, a
lise de células tumorais ndo metastaticas que se desprendem do tumor, também
tem sido mostrada como uma fonte de liberacdo de DNA para o plasma

(GORMALLY et al, 2001; LEON et al, 1977).

Outros mecanismos adicionais nao relacionados a morte celular tém sido
relatados na literatura. Stroun e colaboradores observaram in vitro, o DNA
liberado no meio de cultura por células derivadas da linhagem de leucemia

humana HL-60 quando tratadas com z-Vad ou staurosporina, um inibidor e indutor



da apoptose, respectivamente. Esse DNA apresentava um padrdo de
fragmentacdo apoptotica, sugerindo um mecanismo alternativo de liberacdo de
DNA circulante de maneira espontanea por células vivas em divisdo (STROUN et
al, 2001). Essa evidéncia tem sustentado uma hipétese denominada
genometastase, na qual se acredita que células tumorais em divisdo liberam DNA
circulante para o plasma. O DNA carregando as mesmas caracteristicas genéticas
geralmente encontradas nessas células, como mutacdes e metilacbes génicas,
agiria como um “oncovirus”, transformando células normais em células com
caracteristicas metastaticas (CHEN et al, 2005). Além desse mecanismo, ha
relatos da presenca de DNA circulante complexado a proteinas ligadoras de DNA
na superficie de linfocitos no plasma de individuos saudaveis, e em pacientes com
cancer de mama. Entretanto, tais estudos s&o pouco conclusivos
(SKVORTSSOVA et al, 2006; TAMKOVICH et al, 2005). A figura 3 mostra os
diferentes mecanismos pelos quais as células tumorais podem liberar DNA para

plasma ou soro.
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Figura 3 - Mecanismos de liberacdo de DNA circulante (CF  -DNA) por células tumorais.
(A) Células neoplasicas em necrose e/ou apoptose liberam DNA para o plasma. (B) Lise de
células tumorais que se desprenderam do tumor e ganharam a corrente sanglinea. (C)
Hipdtese da genometastase: Liberacdo de DNA circulante por células tumorais em divisao.
Figuras A e B adaptadas de Gormally et al, 2001. Figura C, adaptada de Chen et al, 2005.



1.1.2 Deteccao e guantificacdo do DNA circulante em condicdes patoldqgicas

O DNA circulante, como abordado anteriormente, carrega informacdes
genéticas idénticas as células que lhe deram origem. Embora 0os mecanismos
pelos quais o DNA originado das células tumorais entra na corrente sanguinea
ndo estejam totalmente elucidados, had aproximadamente 60 anos sabe-se que
individuos saudaveis possuem baixas concentracdes de DNA circulante no plasma
em relacdo a pacientes com cancer (LEON et al, 1977). Este achado prévio tem
contribuido para crescimento da aplicacdo clinica do DNA circulante como um
biomarcador ndo invasivo de progndstico e diagndstico, ndo sé de neoplasias,
mas também de doencas ndo neoplasicas, e até mesmo de origem fetal (GAHAN

et al, 2008; YOON et al, 2009).

Muitos ensaios, com diferentes graus de sensibilidade, séo aplicados para a
deteccao e quantificacdo do DNA circulante, incluindo ensaios radio-imunoldgicos,
espectofotometria, métodos fluorimétricos PicoGreen ou SYBR Green, e reacdo
em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR). Atualmente, em funcéo pela sua
capacidade de identificar e quantificar diferentes caracteristicas presentes na
molécula de DNA, mesmo em baixas concentracdes, 0 QPCR tem sido utilizado

em diversos estudos sobre o DNA circulante (FLEISCHHACKER et al, 2007).



Além do QPCR, outras abordagens tém sido utilizadas em diversos estudos
para deteccdo e quantificacdo de marcadores especificos no DNA circulante de
origem tumoral como a pesquisa de alteracbes geneéticas e epigenéticas, ou
marcadores ndo especificos que avaliam a quantidade de DNA total liberado nos
fluidos corporais e, neste caso, séo utilizados genes conhecidos como endbégenos

(Tabela 1).
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Tabela 1 - Abordagens aplicadas na deteccdo e quantificacdo do DNA circulante

ASA-PCR : PCR alelo especifico MSP-PCR: PCR Metilacéo especifico
RFLP-PCR : Restriction Fragment Length Polymorphism PCR QPCR: PCR em tempo real

SSCP-PCR : polimorfismo de conformacgéo de fita simples
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1.1.3 Identificacdo de alteracdes moleculares no DNA circulante

1.1.3.1 Mutacdes génicas

Um reduzido numero de relatos da presenca de alteragcdes cromossémicas
estruturais no DNA circulante é relatado na literatura. O rearranjo clonal da cadeia
pesada da imunoglobulina associado ao tumor foi detectado em amostras de DNA
extraido do tumor e do plasma de 86% de pacientes com diferentes neoplasias
malignas de células B (FRICKHOFEN et al, 1997). Adicionalmente, a amplificacdo
do gene N-MYC, detectada no DNA circulante no plasma de pacientes com
neuroblastoma, sugeriu ser essa uma boa ferramenta para o acompanhamento do
tratamento (COMBARET et al, 2002). Estudos envolvendo DNA circulante e
mutacgdes foram desenvolvidos tendo como modelo neoplasias, uma vez que este
tipo de alteracdo € comum em células tumorais. Mutacdo no DNA circulante foi
pela primeira vez descrita por Sorenson e colaboradores em 1994. Neste estudo
foi detectada mutacdo do gene supressor de tumor K-ras em amostras de soro e
plasma de pacientes com adenocarcinoma pancreatico. O K-ras € um oncogene
envolvido no desenvolvimento de neoplasias humanas. Uma alta frequéncia e
associacdo de mutacdo desse gene foi observada no DNA circulante de pacientes
com cancer pancreatico e colon-retal (SORENSON et al,1994; ANKER et al, 1997;
MULCAHY et al, 1998; BAZAN et al, 2006). Diferentes mutagfes presentes nos
exons chamados de hot-spot do gene TP53, outro gene envolvido no controle do
ciclo celular, foram detectadas no DNA circulante de pacientes com cancer de
mama, célon e reto, pulméo e linfoma (GONZALEZ et al, 2000; WANG et al, 2004,

HOSNY et al, 2009).
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1.1.3.2 Reqides Microssatélites

Com relacdo aos microssatélites, estas sdo regibes do genoma que
apresentam sequéncias repetitivas curtas e altamente polimorficas. As alteracdes
de regifes microssatélites podem ser chamadas de desequilibrio génico, ou perda
de heterozigosidade (LOH). A LOH é caracterizada pela perda de um alelo no
cromossomo de um organismo que originalmente possui dois alelos. A funcéo
biol6égica dessas regifes microssatélites ndo € bem estabelecida. No entanto,
essas regides sdo bastante utilizadas em andlises forenses para investigacao
criminal e de paternidade, e na analise de sitios onde se localizam genes
supressores de tumor. Alteracbes em regides microssatélites, tém sido
observadas no DNA circulante de pacientes com diferentes neoplasias
(FLEISCHHACKER et al, 2007). As principais regides escolhidas na pesquisa de
microssatélites sdo as que se localizam no cromossomo 17, pela presenca do
gene TP53. Estudos tém mostrado alteracfes desta regido no DNA circulante de
pacientes com cancer de mama e pulmdao (SILVA et al, 2002; BEAU-FALLER et al,
2003). Recentemente, Allan e colaboradores observaram LOH nessa regido no
DNA livre no plasma em 92% de individuos saudaveis, embora com habitos que
caracterizavam alto risco de desenvolvimento de cancer de pulmao (ALLAN et al,

2001).

1.1.3.3 Modificacoes Epigenéticas

ModificagOes epigenéticas também podem ser encontradas no DNA circulante.
Uma modificagdo epigenética muito comum no DNA é a hipermetilacdo da regido

promotora de um gene, resultando no silenciamento génico. Isto acontece devido
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a uma modificagdo quimica covalente no DNA levando a adicdo de radicais metil
em residuos de citosinas das repeti¢cdes dos oligonucleotidios citosina e guanina,
também chamada de ilhas CpG. Células tumorais apresentam freqientemente
hipermetilacdo de genes envolvidos na regulacdo do ciclo celular, na estabilidade
do genoma, e também na inducdo da apoptose. Além do cancer, outras doencas
como diabetes mellitus e doencas auto-imunes possuem hiper-metilagdo em
genes importantes (HIRST, 2008). Mori e colaboradores (2005) detectaram a
presenca de metilacdo nos genes RASSF1A e RAR-B2 (envolvidos no ciclo
celular), e MGMT (responsavel pelo reparo de DNA), no DNA livre extraido do
soro de pacientes com melanoma. A metilacdo do gene RAASF1A também foi
observada no plasma de pacientes com neuroblastoma e teve impacto na
sobrevida desses pacientes (MISAWA et al, 2009). O gene supressor de tumor
pl6 metilado foi recentemente detectado no DNA livre no plasma em 73% dos
pacientes com linfoma (DELIGEZER et al, 2003). Uma alta frequéncia de
metilacdo desse gene no plasma foi detectada em glioblastomas e cancer de

cabeca e pescoco (BALANA et al, 2003; WONG et al, 2003).

1.1.3.4 Infeccdes virais

Além das alteracdes genéticas e epigenéticas € possivel encontrar DNA
circulante de origem viral em diferentes fluidos corporais. O virus Epstein-Barr
(EBV) foi o primeiro virus associado a uma neoplasia. Recentemente, foram
demonstradas altas concentracdes do DNA do EBV no plasma de 95% dos
pacientes com carcinoma de nasofaringe. Associacdo semelhante foi verificada

em pacientes com linfoma de células Natural Killer, e em algumas neoplasias
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linféides (LO et al, 2000 (a); LEI et al, 2000, 2002). DNA do herpes virus (HPV)
também tem sido detectado no plasma de pacientes com cancer de colo uterino,
com uma frequéncia de associacdao em torno de 50% dos casos (YANG et al,

2004).

1.1.4 Quantificacdo do DNA circulante em doencas ndo neoplasicas

Ap6s um evento de trauma caracterizado por intensa lesdo tecidual, tem
sido relatado um aumento dos niveis de DNA no plasma que pode persistir mesmo
24 horas apés o trauma. (LO et al, 2000 b). Os niveis de DNA circulante em
relacdo a injuria térmica causada pela febre foram avaliados por Fox e
colaboradores. Os resultados mostraram que as altas concentracdes de DNA no
plasma desses pacientes nos primeiros dois dias do quadro febril estavam
relacionadas a severidade da injuria (FOX et al, 2008). Os acidentes vasculares
sdo exemplos de eventos marcados por injuria tecidual. Rainer e colaboradores
avaliaram os niveis de DNA no plasma como um fator de prognostico em
pacientes que apresentavam caracteristicas de acidente vascular do tipo agudo.
Neste estudo, 11 dos 88 pacientes que evoluiram para Obito apdés 6 meses,
apresentaram altas concentracbes de DNA no plasma em relacdo aos que
sobreviveram. Além disso, foi observada uma associacdo estatisticamente
significativa entre os niveis de DNA no plasma e parametros clinicos, assim como,
parametros para a avaliacdo da severidade da doenca. Em seguida, 0 mesmo
grupo mostrou uma relagao entre a concentracdo de DNA no plasma e a presenca
de hemorragia nestes pacientes, sugerindo que a concentracao de DNA circulante

no plasma estava associada com prognéstico mais adverso e o risco de morte
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(RAINER et al, 2003, 2007). Adicionalmente, os niveis de DNA circulante tém sido
apontados como de valor prognoéstico em pacientes com diferentes tipos de
trauma, internados em unidades intensivas de tratamento e com risco de

septicemia (RODHES et al, 2006).

Em estudo recente, a aplicagao clinica do DNA livre no plasma foi verificada
em pacientes com anemia falciforme. Vasavda e colaboradores (2006)
observaram o aumento de DNA livre total no plasma em pacientes com crise
falciforme caracterizada por dor aguda, quando comparado aos pacientes com
doenca controlada. Além disso, foi demonstrada uma correlacdo significativa entre
a alta concentragdo de DNA no plasma com a proteina C reativa, contagem total
de leucocitos e com a enzima desidrogenase latica (LDH), marcadores especificos
de prognéstico da anemia falciforme. Deste modo, os autores sugerem que a
analise do DNA circulante no plasma pode ser um bom biomarcador para a

avaliacdo de progressao da doenca.

Os niveis de DNA circulante de origem fetal tém sido avaliados no plasma
de gestantes e utilizados no diagndstico ndo invasivo de uma variedade de
doencas relacionadas ao curso da gravidez e ao feto (LO et al, 1998; CHIU et al,
2002). Um estudo realizado por Lo e colaboradores observou o impacto do DNA
circulante no diagnostico da eclampsia utilizando como alvo, o gene SRY
localizado no cromossomo Y e quantificando o DNA circulante de origem fetal.
Este estudo mostrou que os niveis de DNA fetal no plasma de mulheres gravidas
foram capazes de predizer o evento de eclampsia durante a gestacéo (LO et al,

1999 a). Além disso, outros estudos demonstraram que o DNA circulante pode ser
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utilizado no diagnéstico de alteracbes no carittipo fetal. Jorgez e colaboradores
avaliaram os niveis de DNA circulante total no plasma em dois grupos de
mulheres: aquelas em que o feto apresentava trissomia no cromossoma 21 e,
aguelas nas quais o cariétipo do feto era normal. Estes pesquisadores utilizaram
na quantificacdo por PCR em tempo real, 4 alvos do genoma néo relacionados ao
cromossomo 21 como B-globina, GAPDH, B-actina e TP53. Dos 4 alvos avaliados,
os niveis de B-globina foram significativamente maiores nas mulheres em que o
feto apresentava a trissomia do 21 (JORGEZ et al, 2007; LAPAIRE et al, 2007; LO
et al, 2008). Em conjunto estes estudos apontam para uma abordagem

metodoldgica inovadora, econdmica e préatica no diagndstico pré-natal.

1.1.5 OQuantificacdo do DNA no plasma em neoplasias

O cancer de mama estd entre as doencas malignas mais comuns em
mulheres em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos (JEMAL et al, 2005). Os
niveis absolutos de DNA circulante no plasma ou soro de pacientes com cancer de
mama tém sido utilizados na avaliacdo diagnostica e prognostica dessas
pacientes. Um fator importante com relevancia no prognostico de pacientes com
cancer de mama € a presenca de metastases em linfonodos na regido axilar, que
podem ser detectadas por ultrasonografia, ou tomografia computadorizada.
(FISHER et al, 1983). Um estudo realizado por Umetami e colaboradores,
quantificou marcadores especificos para detectar o DNA de origem tumoral no
plasma tendo observado correlacdo entre os niveis de DNA no plasma, e a
presenca de metastase em linfonodos axilares antes da realizacdo da

mastectomia (UMETAMI et al, 2006). Em outros estudos ha relatos na literatura de
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gue a presenca de altas concentracdes de DNA total no plasma esté relacionada
com a progressao, malignidade da doenca e sobrevida em pacientes com cancer

de mama (SILVA et al, 2002; HUANG et al, 2006).

Na populacdo masculina, o cancer de prostata € a doenca maligna mais
comum entre os homens. Entre os parametros clinicos disponiveis para avaliagdo
de prognostico destes pacientes estdo a idade, os niveis do antigeno prostatico
especifico (PSA) e a bidpsia transretal. No entanto, ha relatos de que esses
fatores sdo pouco sensiveis tanto no diagnéstico, como na deteccdo de
progressdao de doenca (STAMEY et al, 2004). Atualmente, tém crescido as
tentativas de buscar por marcadores presentes no DNA circulante, como
alternativas mais sensiveis e menos invasivas para avaliacdo progndéstica de
pacientes com cancer de préstata. Estes estudos tém mostrado que o nivel de
DNA circulante € uma ferramenta util na deteccdo da presenca da doenca,
possibilitando a distincdo de hiperplasia prostatica. Recentemente, um grande
estudo envolvendo pacientes com cancer de préstata localizado, e com hiperplasia
benigna ndo submetidos a ressecc¢ao da prostata, mostrou através de uma analise
multivariada, que a concentragdo de DNA total no plasma era um fator preditivo de
doenca, independente de varidveis como os niveis de PSA e idade ao diagnostico
(CHUN et al, 2006). Um outro estudo em pacientes com cancer de préstata que
tiveram o tratamento monitorado por 2 anos, os niveis de DNA mitocondrial e RNA
no plasma foram utilizados na estimativa de sobrevida. Os resultados
demonstraram que pacientes com niveis de DNA mitocondrial no plasma acima de
26.000 copias tiveram um tempo de sobrevida global menor que aqueles que

apresentaram baixas concentragbes de DNA mitocondrial no plasma (MEHRA et
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al, 2007). H& evidéncias de que a quantificacdo de DNA total no soro também
pode ser utilizada como um fator independente para o diagnostico de metastases
em pacientes submetidos a ressec¢do de prostata (BASTIAN et al, 2007).
Schwarzenbach e colaboradores, analisando regides microssatélites sugerem que
a presenca de LOH em uma regido do cromossomo 9, observada no DNA
circulante derivado do tumor, pode ser um parametro alternativo ao PSA para o

diagnostico do cancer de préstata (SCHWARZENBACH et al, 2009).

O DNA circulante tem sido utilizado no diagndstico do cancer de pulméo. A
emergente aplicacdo desta abordagem metodologica neste tipo de céancer é
motivada pela busca de um método que seja sensivel na deteccdo da doenca. A
fase inicial da doenca é marcada pela auséncia de sintomas, o que leva a um
diagnostico tardio associado a um alto indice de mortalidade. Diversos estudos
tém mostrado que a concentracdo elevada de DNA circulante no plasma ou soro
pode ser um bom parametro para identificar individuos com doenca, sugerindo um
possivel uso desta caracteristica para o diagndstico do cancer de pulméao (SOZZI
et al, 2003; PATHACK et al, 2006). Sozzi e colaboradores observaram que 0s
niveis de DNA total podem ser Uteis na deteccdo de cancer de pulmdo em
individuos que fazem parte de grupos de alto risco para o desenvolvimento de
doencga, particularmente fumantes compulsivos (SOZZI et al, 2009). Em outro
estudo, foi demonstrado que a presenca de mutacdo do gene K-ras no DNA
circulante estava associada com pior prognostico em pacientes com cancer de
pulmao (GAUTSCHI et al, 2007). Estudos recentes que acompanharam pacientes
com cancer de pulmao antes e apés a realizacédo de tratamento cirargico, sugerem

gue a quantificagdo do DNA circulante total no plasma pode ser um marcador de
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prognostico, progressdo de doenca e monitoramento da resposta ao tratamento.

(SOZZI et al, 2009; PACI et al, 2009).

Raros estudos tém relacionado a presenca de DNA circulante a neoplasias
hematoldgicas. Um dos primeiros estudos publicados em linfoma detectou a
presenca ao diagnéstico de rearranjo no locus da cadeia pesada da
imunogloblulina de origem tumoral no plasma de 86% dos pacientes com linfomas
de células B (FRICKHOFEN et al, 1997). Este mesmo achado foi evidenciado no
soro de um paciente com linfoma de Hodgkin (LH) (KORNACKER et al, 1999). Ha
evidéncias de que a presenca do gene pl6 metilado no plasma esta associada
com prognéstico adverso em pacientes com LH e linfoma ndo Hodgkin (LNH)
(DELIGEZER et al, 2003). Recentemente, uma aplicagdo clinica do DNA
circulante foi relatada por Hohaus e colaboradores em um estudo em que foram
analisados ao diagnostico 142 pacientes LH e LNH. Para isto estes autores
utilizaram um fragmento do gene da B-globina como alvo de deteccdo do DNA
circulante no plasma. Os resultados mostraram que 0s niveis elevados deste
marcador no plasma estavam relacionados com uma maior probabilidade de
recaida em um periodo de 2 anos, e também, que o nivel desse marcador era um
fator de prognéstico independentemente de outros fatores como a idade,

estadiamento e niveis de LDH (HOHAUS et al, 2008).
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1.1.6 DNA circulante em neoplasias associadas ao virus Epstein-Barr

A quantificacdo de DNA viral derivado do tumor no plasma tem sido
proposta em diversos estudos envolvendo neoplasias associadas a virus. Dentre
0s virus mais estudados estd o virus Epstein-Barr (EBV). Este virus pertence a
familia herpesviridae e mais de 90% da popula¢cédo adulta em todo o mundo ja foi
infectada em algum momento de sua vida (ZIEGLER et al, 2002,

FLEISCHHACKER et al, 2007 ).

O EBV é constituido por um DNA de dupla fita linear e foi inicialmente
isolado em linhagens derivadas de Linfoma de Burkitt por Epstein e colaboradores.
Possui um tropismo para infectar células linféides B e, ocasionalmente, células
epiteliais. A infec¢do primaria é geralmente assintomatica na infancia. No entanto,
no adolescente ou adulto estd associado com o desenvolvimento da doenca
denominada mononucleose infecciosa. O virus € secretado pela saliva, e a
transmissdo oral é a principal via de infeccdo nos humanos. A infeccdo da
orofaringe resulta na ativacdo o ciclo litico viral seguida pela infeccdo de células
linféides B na corrente sanguinea. Apds a infeccao dos linfocitos B, o DNA viral
persiste no ndcleo das células na forma de um episomo, estabelecendo uma

infeccéo do tipo latente (REZK et al, 2007).

Na infeccdo latente, o EBV reduz drasticamente a quantidade de genes
expressos, como uma forma de escapar do controle imunologico estabelecido
pelas células T. Dentre os genes expressos estdo incluidos: 6 antigenos nucleares
(EBNA-1, 2, 3 A, 3B, 3C e LP), 3 proteinas de membrana (LMP 1, 2A e 2B) e 2

RNAs néo codificantes (EBER | e EBER 2). Atualmente, através de estudos
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baseados no modelo de infeccdo do EBV em linhagens celulares de células B, e
também, andlises de individuos soropositivos, tem sido observado 3 tipos distintos
de programas de laténcia do virus. Deste modo, cada programa de laténcia
expressa um set de genes virais, que dao origem as chamadas de proteinas de

laténcia, como podem ser observados na tabela 2.

O EBV esta envolvido na patogénese de doencas linfoproliferativas (DLP)
gue afetam individuos imunocompetentes ou imunossupressos atuando como um
co-fator cuja relevancia varia de acordo com o tipo de doenca. As DLP séo
caracterizadas por serem originadas de diferentes tipos celulares e serem
patologias com perfis histopatolégicos e progndstico distintos. No grupo das DLP
estdo incluidos os linfomas que s&o subdivididos em dois grupos: os Linfomas de
Hodgkin (LH) e os linfomas ndo Hodgkin (LNH) (HARRIS et al, 1999; KUTOK et al,

2006 ; REZK et al, 2007; KRISTINSON et al, 2009).

Tabela 2 - Padrdes de laténcia em diferentes doencgas linfoproliferativas

Programa de

laténcia Genes expressos Doencas associadas so EBV
Tipo | EBNA -1,EBER 1e 2 Linfoma de Burkitt
Tipo Il EBNA -1e 2, EBER 1 e 2, Linfoma de Hodgkin, Linfomas de células NK/T
LPM1e2
Tipo Il EBNA -1a 6, EBER 1 e 2, DLPT, Linfoma primario do SNC,
LPMle 2 Linfomas associados a SIDA

DLPT — Doenga linfoproliferativa pés-transplante
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Os pacientes submetidos a transplantes podem desenvolver doenca
linfoproliferativa pos transplante (DLPT), a qual € dependente de fatores como o
tipo de transplante, idade do pacientes, regime de imunossupressdo e status
sorolégico de EBV. O EBV é fortemente associado a diferentes tipos de DLPT
com aproximadamente 100% de associacdo nos casos que ocorrem de maneira
precoce dentro de um ano apoés o transplante. As DLPT originadas de células B e
associadas ao EBV, possuem padrédo de laténcia do tipo lll. Recentementes
estudos sugerem que a expressdo de todas as proteinas de laténcia pelo EBV
possui um papel relevante na etiopatogenia das DLPT. Também outros fatores
como o0 numero de células EBV positivas na hibridizagdo in situ e a queda da
carga viral mensurada por QPCR nas células do sangue periférico ap0s a reducao
da imunossupressao parecem reforcar o papel do EBV na patogénese da DLPT

(Jaffe et al, 2001; Thompson et al, 2004).

Os pacientes sdo tratados com imunossupressores, drogas que sao
utilizadas para evitar rejeicdo ao enxerto. Como consequéncia, essas drogas
provocam baixa resposta imune especifica contra o virus que € geralmente
mediada por células T citotoxicas, levando a reativacdo do EBV, e ao possivel
surgimento de DLPT (REZK et al, 2007). Como o EBV tem um papel fundamental
na patogénese da doenca, a andlise da presenca do virus no tumor € necessaria
para o diagnostico, assim como no acompanhamento da doenca. Esta
identificacdo € realizada pela técnica de hibridizacdo in situ, considerada padréo

ouro na deteccdo do virus no tumor. Desta forma, métodos menos invasivos que
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possam detectar previamente o aparecimento de DLPT podem contribuir na

estratégia de identificacdo e tratamento desses pacientes.

Neste contexto, alguns estudos mostram niveis elevados de DNA do EBV
mensurado no sangue total de pacientes com diagnostico de DLPT relacionada
ao EBV logo ap0s o transplante e terapéutica imunossupressora. Este achado
esta relacionado a reativacdo do virus em reposta a auséncia de resposta imune.
No entanto, altas concentragbes do virus no plasma estdo também associadas
com a presenca de DLPT ativa, pois os fragmentos virais liberados s&o de origem
tumoral, sugerindo ser este um bom paréametro para avaliagdo no diagnostico da
doenca e na recaida da doenca ap0s o tratamento. (TSAI et al, 2008). Quando a
recidiva da doenca € diagnosticada tardiamente, os pacientes geralmente
encontram-se fisicamente debilitados e o tratamento agressivo com quimioterapia
acaba resultando em Obito. Com base neste conhecimento a busca de um
marcador mais especifico pode auxiliar no diagnostico mais precoce de recidiva e
orientar decisdes terapéuticas (MAMZER-BRUNEEL et al, 2000). Recentemente,
tem sido demonstrado que o fragmento EBNA-1 do genoma viral € um bom
marcador de resposta ao tratamento nos pacientes com DLPT. A queda dos niveis
deste marcador durante o curso do tratamento é caracteristica de pacientes que
respondem ao tratamento e alcancam a remissdo completa (BAIOCHHI et al,

2004; TSAI et al, 2008; MACHADO et al, 2008).

O carcinoma de nasofaringe (CNF) € uma doenca maligna relacionada ao
EBV. H& relatos na literatura que reforcam que o virus possui um papel na

patogénese e no prognéstico da doenca (RAAB-TRAUB et al, 2002). A
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radioterapia é principal tratamento utilizado nos pacientes com CNF e a presenca
do DNA do EBV no plasma tem sido descrita como uma alternativa ndo invasiva
para avaliacdo de progndstico e resposta ao tratamento. Ha relatos que mostram a
queda dos niveis do DNA do EBV a niveis indetectaveis no plasma de pacientes
com CNF apo6s tratamento com radioterapia (CHAN et al, 2003). Lo e
colaboradores detectaram a presenca do virus no soro de 96% dos pacientes com
CNF. Neste estudo, os autores também demonstraram que a persisténcia de EBV
no plasma apos o tratamento com radioterapia foi relacionada com a recaida da
doenca (LO et al, 1999 b). Resultado similar foi observado em pacientes com
doenca avancgada. Niveis elevados do marcador EBNA-1 ao diagndéstico, acima de
1500 cépias/mL, foram encontrados em pacientes acompanhados por dois anos
gue apresentaram recidiva da doenca (LIN et al, 2004). Testes sorolégicos que
indicam e quantificam a presenca de imunoglobulina A (IgA) anti-EBV tém sido
utilizados para o diagnostico de associacdo da doenca com o virus, e também
como fator de prognéstico. Shao e colaboradores mostraram que 0s niveis de
DNA do EBV no plasma correlacionavam-se com o teste sorologico no diagnéstico
da associacdo do EBV com a doenca. No entanto, a quantificacdo do DNA viral
mostrou-se mais sensivel na correlagcdo com o estagio da doenca, na avaliacdo de

prognostico e no monitoramento da resposta ao tratamento (SHAO et al, 2003).

Vérios estudos recentes tém usado meéetodos de quantificagdo do EBV para
avaliar prognodstico e resposta ao tratamento de pacientes com linfomas
associados ao EBV (ZIEGLER et al, 2002; FLEICHHACKER et al, 2007). Um
estudo recente mostrou que pacientes com LH-EBV positivos, ao diagnostico,

possuiam niveis elevados de DNA do EBV livre no plasma quando comparados a
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um grupo controle formado por pacientes com LH-EBV negativos e LH-EBV
positivos apresentando remissdo da doenca. ApOs o tratamento, niveis
indetectaveis do virus no plasma desses pacientes foram correlacionados com a
boa resposta ao tratamento (GANDHI et al, 2006). Au e colaboradores mostraram
em um grupo de 39 pacientes com linfomas, incluindo LNH, que ao diagnostico, os
niveis de EBNA-1 no plasma foram fortemente correlacionados a fatores utilizados
na pratica clinica para afericdo do progndstico como a idade, o estagio, 0s niveis
de LDH e o indice de prognostico internacional (IPI). Além disso, foi observado
gue os niveis de EBV no plasma ao diagnéstico estavam associados com uma
diminuicdo da sobrevida global e sobrevida livre de doenca. Em conjunto, 0s
resultados dos autores sugerem que esse marcador pode ser utilizado como um
marcador independente para avaliagdo de progndstico e monitoramento da
resposta ao tratamento de pacientes com linfomas associados ao EBV,

especialmente quando a associagcdo com o virus é alta (AU et al, 2004).

Neste contexto, o EBV também esta fortemente associado a alguns
subtipos de LNH em pacientes com diferentes status de imunossupressdo. Ha
relatos de que em pacientes com LNH-AIDS o EBV esta presente em 50% dos
pacientes que desenvolvem linfoma difuso de grandes células B (LDGC-B), 100%
nos linfomas primarios do sistema nervoso central, e aproximadamente 30% dos
casos com linfoma de Burkitt (LB) (HJALGRIM et al, 2008). Apesar dos LNH na
maioria dos casos serem neoplasias originadas de células B, que séo
preferencialmente infectadas pelo EBV, tem sido relatada a presenca do virus em
pacientes com linfoma de células NK ou T, um subtipo histolégico de LNH

originado de células T. Este linfoma é muito freqiente na Asia, onde em



determinadas regides chega a representar 25% dos casos de LNH.
Recentemente, dois estudos mostraram diferentes percentuais de associacdo do
EBV que variaram entre 47% e 96% em pacientes com linfoma de células NK/T

(LEI et al, 2002 ; AU et al, 2004).

1.2 Linfomas N&o Hodgkin

1.2.1 Linfoma de Burkitt

O LB é um subtipo histolégico de LNH altamente agressivo que foi descrito
pela primeira vez na Africa por Dennis Burkitt em 1958. S&o tumores originados de
células linféides B maduras, compostos por uma populagdo monomorfica de
células B transformadas, de tamanho médio, e com citoplasma basofilico. As
células tumorais apresentam alta taxa de proliferacdo e o tumor pode dobrar de
tamanho em um curto espaco de tempo. Paradoxalmente, o tumor apresenta
intensa morte celular por apoptose. O LB apresenta um padrdo histolégico
chamado de “céu estrelado” devido a presenca de inUmeros macrofagos que
atuam na fagocitose dos corpos apoptéticos gerados pelas células tumorais. Com
relacdo ao imunofenétipo o tumor € caracterizado pela presenca da
imunoglobulina IgM na superficie da membrana, antigenos associados a células
linféides B maturas como CD19, CD20, CD22, CD10, BCL6, CD38, CD77 e CD43
e auséncia de BCL-2 e Terminal Dioxinucleotidil Transferase (TdT). Além disso,
aproximadamente 100% das células sédo positivas para a proteina Ki67 um
excelente marcador de proliferacao celular (LEONCINI et al, 2007 ; BLUM et al,

2004).
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Os principais eventos citogenéticos associados a patogénese do LB sédo
translocacbes envolvendo o cromossomo 8 na banda 24q, onde se localiza o
protooncogene c-myc, um gene critico na regulacéo da proliferagéo, e o locus da
cadeia pesada dos genes da imunoglobilina (Ig) no cromossomo 14g32. Este tipo
de translocacao denominada como 8;14 corresponde a 80% das translocacdes no
LB, os outros 20% s&o as variantes t 2;8 e t 8;22. Como resultado da
translocacéo, o protooncogene c-myc fica sob a influéncia dos promotores das
imunoglulinas levando a uma superexpressao da proteina ¢ -MYC ou expressao
ectopica da mesma, com ganho de funcdo (DOMINGUEZ-SOLA et al, 2007). A
proteina c-MYC € um fator de transcricdo que atua nas células B regulando a
transcricdo de aproximadamente 15% de todos os genes, principalmente os
envolvidos no ciclo celular, proliferagdo e apoptose. A ativacdo de MYC e a
expressao ectopica nas células do LB produz proliferagdo incontrolada e aumento
da instabilidade gendmica. Em células normais, a potente atividade proliferativa de
MYC é balanceada pelo aumento da apoptose, mediada pelas vias de p53 e BIM.
No entanto, no LB estas vias podem ser silenciadas por eventos genéticos
(mutacdes) — mutacdo do gene TP53 —, e epigenéticos como a hipermetilacdo da
regido promotora de alguns genes relacionados a apoptose. Estudos recentes in
vitro tém mostrado o silenciamento de vias importantes da apoptose, incluindo a
proteina BIM. Este silenciamento pode ser induzido pela acdo de proteinas de
laténcia produzidas pelo EBV. Entre outros, esses fatores contribuem para génese
do tumor induzida pela ativacdo de MYC. Do ponto de vista de diagndstico, as
principais técnicas empregadas no diagnostico da translocagdo myc/lg sdo a

hibridizag&o in situ fluorescente (FISH), em tumor fresco ou em amostras incluidas
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em parafina, e o PCR de longa distancia. No entanto, os diferentes padrdes de
ponto de quebra nos lécus dos cromossomos envolvidos nas translocacdes
encontradas nas variantes do LB dificultam o diagnéstico por PCR (KLUMB et al,

2001 ; FERRY et al, 2006; THORLEY-LAWSON et al, 2009).

Segundo a classificacdo mais recente da Organizacdo Mundial de Saude,
existem trés tipos de variantes clinicas de LB reconhecidas, cada qual com
diferentes apresentacdes clinicas e frequéncia de associacdo com o EBV:
endémico, esporadico e associado a imunodeficiéncia. LB endémico: ocorre na
Africa equatorial e € mais comum em criancas entre 4 e 7 anos de idade, com uma
taxa de incidéncia variando entre 5 e 10 casos por 100.000 criancas. Os sitios de
apresentacdo clinica da doenca em 50% dos casos encontram-se na regido
mandibular ou outros ossos da face. Contudo, também acometem gbnadas, rins,
glandulas salivares e seios maxilares e nasais. LB esporadico: € encontrado fora
da Africa e difere do LB endémico pelos sitios de acometimento da doenca que
geralmente envolvem regides do abdbmen, principalmente a regido ileocecal.
Estimativas apontam que nos Estados Unidos (EUA) a incidéncia de LB é 50
vezes menor do que na Africa, e representa de 30 a 50% de todos os linfomas da
infancia. LB associado a imunodeficiéncia (LB-AIDS): esta variante esta
associada ao HIV. O LB-AIDS representa um terco dos linfomas encontrado em
adultos infectados pelo HIV e geralmente aparecem como um dos primeiros

sintomas da AIDS (LEONCINI et al, 2007; GEMMA et al, 2007).

A freguiéncia de associacao do virus com o LB varia dependendo do tipo de

variante clinica. No LB endémico, o EBV esta presente no tumor em 100% dos
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casos. Em menor proporcdo, o LB esporadico apresenta 15% - 30% de
associacdo com o EBV, e 30% a 40% dos casos de LB-AIDS nos EUA (GEMMA

et al, 2007).

Estudos prévios realizados na populacdo brasileira sugerem que o LB
apresenta uma alta associa¢do com o EBV (87%) na regifio nordeste (ARAUJO et
al, 1996; SANDLUNG et al, 1997) e associacdo em torno de 60 % na regiao
sudeste do pais (KLUMB et al, 2004 a; HASSAN et al, 2006). Recentemente foi
publicado um estudo realizado em 234 pacientes adultos e pediatricos com
diagndstico de LB ou LB-AIDS das cinco principais regides do pais. Os resultados
corroboram os estudos prévios. No entanto, a pequena quantidade de pacientes
das regi0es norte e centro-oeste que participaram do estudo impossibilitaram uma
melhor definicdo do status epidemiolégico do LB nesta regido do Brasil. Além
disso, o LB foi predominante em individuos do sexo masculino (razdo M/F, 2.8:1) e
em pacientes pediatricos (64% dos casos). O principal sitio de acometimento da
doenca foram os 6rgdos abdominais em 81% dos casos. Em menor propor¢ao (5
casos) foi observado tumor afetando a regido mandibular, tipico do LB endémico.
No entanto, de acordo com os dados do estudo os autores sugerem que no Brasil
o LB é esporadico. Entre os 14 pacientes LB-AIDS, 12 foram adultos e 2 casos
pediatricos, com maior frequéncia de doenca em sitios nodais. Os autores
observaram em pacientes adultos e pediatricos uma associacao intermediaria com
a presenca do EBV em 52,7% dos casos de LB, utilizando a técnica de hibrizac&o
in situ (ISH). A maior frequéncia de associacdo foi encontrada na regido norte,
onde 76% dos casos foram EBV positivos, contudo nas regifes nordeste e

sudeste a associacdo observada foi de 63% e 50% dos casos de LB,
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respectivamente. (QUEIROGA, 2008 a). Em outro estudo publicado por este
mesmo grupo foi observado um predominio de associa¢do do LB com o virus em
pacientes pediatricos. Dos 128 pacientes EBV positivos, 76 casos (56,7%)

ocorreram em pacientes jovens menores que 16 anos (QUEIROGA, 2008 b).

O prognostico dos pacientes com LB mudou drasticamente nas duas
Ultimas décadas com a introducdo de quimioterapia intensiva de curta duracdo
(REITER et al, 1999, PATTE et al, 2002). Os fatores progndsticos utilizados na
clinica para avaliagdo da resposta ao tratamento dos pacientes com LB sé&o
baseados na apresentacao clinica do paciente, estando relacionados ao tamanho
do tumor aferido pelos niveis da LDH e sitios de acometimento da doenca. Estes
parametros ajudam a estratificar pacientes em diferentes grupos de risco.
Pacientes com doenca de alto risco geralmente apresentam acometimento de
medula 0ssea e sistema nervoso central, tumor maior que 10 cm e altos niveis da
enzima LDH, acima de duas vezes o valor normal (= 1000 U/L). Usando estes
parametros os novos protocolos de tratamento dos LNH-B tém proporcionando
excelentes resultados, mostrando uma sobrevida livre de eventos maior que 80%
em pacientes com estagios avancados da doenca e niveis da enzima LDH > 1000
UlI/L (SWEETENHAM et al, 2008 ; PATTE et al, 2007). Contudo, existe um
subgrupo com doenca avancada e elevacdo da enzima LDH acima de 1000 UI/L
gue ndo responde ao tratamento e/ou apresenta recidiva e, para estes pacientes,
nenhuma terapéutica de resgate é eficaz. Este grupo de pacientes refratarios, em
nossa instituicdo, corresponde a 17% das criangcas com LNH-B (a maioria LB)
como mostrado em estudo publicado recentemente (KLUMB et al, 2004 b).

Marcadores para identificacdo de pacientes com prognostico adverso e, ou que



auxiliem na identificacdo da falha ao tratamento podem ajudar a orientar decisdes

terapéuticas.

1.2.2 Linfomas associados ao HIV

A infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) estd4 associada
com o risco de desenvolvimento de Linfomas ndo Hodgkin (LHN-AIDS), sendo
considerada uma manifestacao inicial da AIDS. Os LNH-AIDS sado em sua maioria
agressivos e predominantemente originados de células B (>80%). Segundo a
ultima classificacdo da OMS, entre esses linfomas estdo os que geralmente sdo
diagnosticados em pacientes imunocompetentes, linfomas que séo especificos de
pacientes HIV positivos, e aqueles que ocorrem em outras formas de

imunodeficiéncia (RAPHAEL et al, 2001) (Tabela 2).

Em geral, os LNH-AIDS compreendem os seguintes subtipos histoldgicos:
linfoma de Burkitt (LB), linfoma difuso de grandes células (LDGC) com
caracteristicas de centroblastico (LC) e LDGC com caracteristicas de
imunobléastico (LI). Os linfomas especificos de pacientes HIV positivos podem
ocorrer de maneira primaria no SNC ou como um linfoma primério em liquido
seroso (Effusion primary lymphoma), bem como linfoma da cavidade oral (FERRY

et al, 2006; GAIDANO et al, 1995; RAPHAEL et al, 2001).
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Tabela 3 — Categoria dos Linfomas associados ao HIV (OMS)

Diversos fatores estdo envolvidos na patogénese dos LNH-AIDS, incluindo
alteracdes genéticas, estimulacdo antigénica cronica, desregulacdo na expresséo
de citocinas e infec¢Bes por virus conhecidos como oncogénicos entre eles o EBV
e 0 HHV-8. Segundo a OMS, o EBV pode ser identificado nas células neoplasicas
de 60% dos casos de linfomas-AIDS. Nos linfomas primarios de SNC e primario
de liquido seroso, ambos especificos de pacientes HIV positivos, essa associagédo
com o EBV ¢é alta e corresponde aproximadamente a 100% e 70%,
respectivamente. Entre os LDGCB com caracteristicas imunoblasticas, a

frequéncia de associacdo € de 80% e no LB varia entre 30% a 50%.
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Recentemente, foi observado em uma coorte de pacientes brasileiros com LNH-
AIDS que em 71% dos casos, 0 EBV estava presente no tumor. Além disso, nesse
estudo também foi mostrada uma predominancia de pacientes adultos com faixa
etaria acima de 16 anos (QUEIROGA et al, 2008 b). Apesar da frequéncia de
associacao do EBV com os LNH-AIDS ser alta, o papel do EBV na patogénese
dos linfomas-AIDS né&o esta totalmente elucidado até o momento. No entanto, ha
relatos que no LDGCB-AIDS a expressao da proteina viral LPM-1, uma proteina
oncogénica, pode estar relacionada a transformacédo e proliferacdo maligna das

células B (RAPHAEL et al, 2001; TRAN et al, 2008).

Ha relatos na literatura de que a introducdo da terapia antiretroviral ativa
(HAART) na década de 90 aumentou a sobrevida global dos pacientes HIV,
mesmos aqueles com fatores de progndstico adversos como IPI de alto risco
(score 2 e 3), estagios Il e IV da doenca e niveis elevados da enzima LDH. Além
disso, alguns estudos indicam que este tratamento tem diminuido a incidéncia dos
linfomas LNH-AIDS. Entretanto, os LNH-AIDS continuam sendo uma das
principais causas de mortalidade entre pacientes portadores do HIV. Neste
contexto, alguns fatores biolégicos como a contagem de linfécitos CD4 ao
diagndstico < 500 células /pL, e a afericdo da carga viral atravées do mRNA do HIV
no plasma tém sido utilizados com sucesso para identificar pacientes HIV positivos
com risco de desenvolver LNH-AIDS (HOFFMANN et al, 2003; KIRK et al, 2001,

BONNET et al, 2006; SPANO et al, 2008).

Recentemente, estudos que utilizaram a carga viral do EBV aferida na

fracdo celular do sangue periférico como um marcador de diagnostico dos LNH-
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AIDS tém demonstrado que o aumento do numero de copias do EBV esta
associado a reducdo de células CD4. No entanto, o valor preditivo da
guantificacdo do EBV na fragdo celular do sangue, relacionado ao
desenvolvimento de LNH em pacientes HIV positivos, parece contraditério
(BONNET et al, 2006, RIGHETTI et al, 2002). A deteccdo do DNA do EBV
também tem sido observada no plasma e no liquor de pacientes LNH-AIDS. Um
estudo recente realizado por Fan e colaboradores (2005), sugere que a afericao
da carga viral do EBV no plasma pode ser um marcador preditivo de resposta ao
tratamento também nos LNH-AIDS, embora esses autores ndo tenham observado
correlacdo da carga viral do EBV com a contagem de células CD4 e com a carga

viral do HIV (BOSSOLASCO et al, 2002 ; FAN et al, 2005).

35



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

e Avaliar a relevancia da quantificacdo do DNA circulante total e do EBV

2.11

como marcador biolégico em pacientes com linfomas ndo Hodgkin

Objetivos especificos:

Desenvolver uma metodologia de quantificacdo do EBV em pacientes com
linfomas associados ao EBV.

Analisar quantitativamente o DNA circulante total em pacientes com LNH-
B pediétricos e adultos jovens;

Investigar se a quantificacdo do DNA do EBV no plasma ao diagnostico dos
LNH-B pediatricos pode indicar associacdo do tumor ao EBV;

Determinar a correlacdo dos niveis de DNA circulante total e do EBV com a
resposta ao tratamento em pacientes com LNH-B pediatricos;

Investigar a carga viral do EBV em pacientes com LNH associados a AIDS;

Avaliar o impacto da carga viral do EBV na sobrevida de pacientes com
LNH associados a AIDS.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecao de Pacientes e controles

3.1.1 Selecao dos pacientes com LNH-B

Um total de 29 pacientes pediéatricos e adultos jovens com diagnostico de LNH-
B matriculados no Servigco de Hematologia do Instituto Nacional de Cancer (INCA)
foram selecionados prospectivamente no periodo de marco de 2006 a marco de
2009. Todos os pacientes foram tratados de acordo com o protocolo LNH-98,
adaptado do protocolo BFM 86-90. Os pacientes receberam inicialmente
citoreducdo com ciclofosfamida e prednisona. Em seguida, os pacientes foram
tratados com 4 a 6 ciclos de poliquimioterapia de acordo com o grupo de risco
(Klumb et al, 2004) Amostras de sangue periférico desses pacientes foram
coletadas em 5 momentos que compreenderam desde o momento do diagnostico
da doenca, até 6 meses apds o término do tratamento. Os dados demograficos e
clinicos como idade, sexo, niveis da enzima LDH e estagio dos pacientes ao
diagnostico foram obtidos através do acesso on line aos resultados do HCI-INCA e
consulta aos prontuarios. O subtipo histologico do LNH foi classificado de acordo
com os critérios da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (LEONCINI, 2007).
Quanto ao estadiamento dos pacientes, foi utilizado o sistema St Jude Children’s
Research Hospital que classifica em uma escala de | a IV o estagio da doenca,
levando em consideracao caracteristicas observadas ao diagnéstico como o sitio e
namero de regides de envolvimento da doenca (MURPHY, 1989). Antes da coleta

das amostras, foi obtido o Termo de Consentimento Livre e Informado cuja
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redacao foi previamente revista quando da aprovacao do projeto junto ao Comité
de Etica em Pesquisa no INCA — CEP n°122/04 (Ane xo 1). Os dados obtidos na

apresentacéo clinica dos pacientes estdo descritos no anexo 3.

3.1.2 Selecdo dos pacientes LNH-AIDS

Pacientes com diagnostico de LNH-AIDS matriculados no Servico de
Hematologia do INCA foram estudados retrospectivamente. Este projeto também
foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do INCA — CEP n°
098/06 (Anexo 2). Um total de 42 pacientes do periodo de Janeiro de 2003 a
Fevereiro de 2007 tiveram analisadas suas amostras de plasma/soro do momento
do diagnostico. Os dados demograficos e clinicos no momento do diagnostico do
LNH foram obtidos através de consulta aos prontuarios e/ ou consulta a rede
interna on line do HC-I. O subtipo histolégico do LNH foi classificado segundo
critérios morfolégicos da classificagdo da OMS (LEONCINI et al, 2007) e o
estadiamento pelo sistema Ann Arbor (ROSENBERG, 1966). Para estratificacdo
dos pacientes em grupos de baixo, intermediério, ou alto risco foi utilizado o indice
de Prognéstico Internacional (IPI), que considera no seu sistema de pontuacéo:
género, idade ao diagnostico, niveis da LDH, estagio, performance status do
paciente, nimero de sitios de envolvimento da doencga, tamanho do tumor,
sintomas como emagrecimento, sudorese e febre (presentes ou ausentes), e

niveis de albumina sérica (COIFFER et al, 1991).
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3.1.3 Selecdo dos controles

Participaram do estudo 20 individuos saudaveis voluntariamente recrutados
no momento da doacdo de sangue no Servico de Hemoterapia do INCA.
Adicionalmente, as amostras de soro de 2 pacientes com diagnéstico prévio de
LNH-B EBV positivo foram selecionadas como controles positivos nos ensaios
para a verificacdo da eficiéncia da extracdo e amplificacdo do EBV no plasma. O
DNA das linhagens celulares derivadas de LB, Namalwa e Raji foi utilizado nas
reacdes como controles positivos da reagdo, assim como, padrdo quantitativo nos
ensaios de QPCR. As células foram cultivadas em meio de cultura contendo RPMI
e soro fetal bovino e a cada passagem foi separada uma aliquota contendo 3 X10°
células para a extracdo de DNA com o reagente comercial DNA QIAmp DNA mini

Kit (QIAGEN).

3.2 Avaliacéo histopatologica das amostras tumora s

3.2.1 Preparo das amostras tumorais e diagndstico histopatolégico

Os fragmentos de tumor apds a bidpsia no momento do diagnostico foram
fixados em formalina a 30 % e incluidos em parafina. Os blocos de parafina
contendo o tumor foram submetidos a cortes histologicos de 3um de espessura
utilizando um microtromo. Os cortes foram dispostos em |aminas previamente
tratadas com poly-L-lisina. Em seguida, uma lamina corada com o0s corantes
hematoxilina/eosina foi utilizada para revisdo histopatologica do subtipo do LNH
por 2 patologistas independentes (Dr? Lidia Maria M. de Rezende e Dr. Carlos E.
Bacchi). O perfil imunofenotipico foi determinado através da utilizacdo de um

painel de anticorpos monoclonais: LCA, CD45; L26, CD20; UCHL-1, CD45-RO e
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CD3 (DAKO, Carpenteria, CA). Os outros cortes foram guardados em caixas
apropriadas para laminas a temperatura ambiente, até a realizacdo da deteccdo
do EBV no tumor por hibrizacdo in situ. Este procedimento foi realizado somente
para o grupo de LNH-B pediatrico. No caso dos LNH-AIDS, o diagndstico foi
confirmado através de consulta ao modulo de resultados de exames denominado

Anatomia Patoldgica da rede interna on line do HC-I

3.2.2 Deteccao do EBV

A presencga do EBV no tumor foi investigada por hibridizag&o in situ através
da utilizacdo de uma sonda biotinilada tendo como alvo o transcrito viral EBER-1
constitutivamente expresso em células com infeccdo latente (Glickerman et al,
1988; Weiss et al, 1991 ). As laminas contendo as cortes tumorais, previamente
tratadas com poli-L-lisina foram incubadas a 70C p ara a remocéo de parafina das
amostras. Em seguida, a atividade enddgena da peroxidase foi bloqueda com uma
solugcdo de H,;O, a 3%. A disgestdo enzimética foi realizada com Proteinase K
(concentracéo final de 0,02 pug/pL), e em seguida o tecido tumoral foi desidratado
em etanol absoluto e secado em temperatura ambiente. ApOs esta etapa, as
laminas foram incubadas em uma solucdo pré-hibridizacdo (20 mM de fosfato de
sbdio, 1X solucdo de Denhardt’s, 0,1% de sulfato dextran) por 60 minutos a 37<C,
sendo entdo adicionada a sonda EBER-1 biotinilada (0,25 ng/mL) e as amostras
incubadas overnight a 37C em uma camara escura. A amplificacdo do sin al foi
feita com o kit comercial ABC Elite (Vector, Burlingame, CA) e a revelacao foi
realizada com uma solucdo de 3,3’-diaminobenzidina (Sigma, St Louis, MO). As

laminas foram contra-coradas com methil green e depois montadas em resina. A
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observacdo dos resultados foi feita em microscopio convencional. Os controles
positivos consistiram de casos com diagnostico prévio de LNH associado ao EBV.
Estes ensaios foram realizados em parceria com o professor Carlos Bacchi no

laboratorio de Consultoria em Patologia na cidade de Botucatu, Sdo Paulo.

3.3 Analise quantitativa do DNA livre no plasmad  0s pacientes e controles

3.3.1 Coleta e armazenamento das amostras de plasma

O sangue periférico dos pacientes foi coletado por puncéo venosa em tubos
de 8mL contendo heparina. Apés a coleta, a amostra foi submetida a
centrifugacdo com velocidade de 741 x G por 15 minutos para retirada da fracao
celular do sangue e obtencdo do plasma. Aliquotas de 400uL de plasma foram
colocadas em tubos de 1,5 mL e armazenadas na temperatura de — 20C até o

momento da extracdo do DNA.

3.3.2 Extracdo de DNA

Antes do inicio da extracdo do DNA, as aliquotas de plasma foram
novamente centrifugadas para retirada de possiveis resquicios celulares presentes
nas amostras. Uma aliqguota de 400 pL de plasma de pacientes e individuos
saudaveis foi utilizada na extragdo do DNA. Para a obtencédo do DNA da linhagem
celular Raji e Namalwa foi utilizado um pool contendo 3,0 X 10 ° células. O método
de escolha para a extracdo do DNA foi a utilizagdo do reagente comercial QIAmp
DNA mini Blood kit (QIAGEN). Neste método, a primeira etapa da extracdo

consiste da incubacédo do plasma com 20uL da solucao de protease a 56C para a
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retirada de proteinas presentes na amostra. Em seguida é adicionada a solucéo,
etanol absoluto utilizado para a aderéncia do DNA junto a uma matriz de silica
localizada dentro da coluna de extracdo, que se da pela centrifugacdo da solucdo
na velocidade de 8, 23 x G por 1 minuto. Apds a aderéncia do DNA junto a matriz,
h& duas etapas seguidas de centrifugacdo (16,110 x G por 3 minutos) para a
limpeza do DNA ¢é adicionada a coluna, os tampfes AW1l e AW2,
respectivamente. Na Ultima fase, o DNA € retirado da matriz de silica com o
tampdo AE que é também utilizado para a eluicdo dos &cidos nucléicos. A
guantidade de DNA gendmico, assim como a pureza das amostras obtidas, foi
determinada por densidade O&tica através de leitura em espectrofotdbmetro

(NanoDropOND-1000 UV-Vis)

3.3.3 Reacado em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a deteccdo do DNA no plasma por PCR foram utilizados pares de
iniciadores especificos para os genes EBNA-1 (genoma viral), e B-globina e
GAPDH para o genoma humano. O numero de acesso da seqiéncia referéncia
no GeneBank, bem como as sequéncias dos iniciadores e tamanho do produto
amplificado estéo listados na tabela 1. A reacdo de amplificacdo foi realizada em
volume final de 50uL, contendo 50 mM de KCL, 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 1,5
mM de MgCl,, 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfatado (ANTP) (Invitrogen),
25 pmoles de cada iniciador, 4 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e um
volume de 5uL de DNA extraido do plasma e das linhagens (60 ng). Em cada

reacdo de PCR foram utilizados controles negativos, constituidos pelos mesmos
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reagentes, mas nao contendo DNA. A amplificacdo foi realizada em tubos de 500
pL, em termociclador (MJ Research PTC 100). O programa da reacdo de PCR
consistiu das seguintes etapas: 95°C por 5 minutos (desnaturacdo inicial) e 35
ciclos de amplificacdo (95° C, 2minutos, 56C por 1 minuto, 72T por (1 minuto) e
72C,5 minutos. Ap6s a amplificacdo o produto de PCR foi submetido a
eletroforese a 100 volts por 40 minutos em gel de acrilamida-bis acrilamida a 8%,
ou gel de agarose a 2%. A deteccdo de amplificacao foi realizada através de
coloracdo por prata e revelagdo com hidroxido de sodio ou por intercalacdo do

DNA por brometo de etidio excitado por luz ultra violeta (SAMBROOCK, 1989).

3.4 PCR em tempo real (QPCR)

A quantificagdo do DNA livre no plasma por QPCR foi realizada utilizando
conjuntos de iniciadores e sondas TagMan® (Applied Biosystems) desenhadas
especificamente para as regides dos genomas viral e humano com o auxilio do
software PrimerExpress v.2.0 (Applied Biosystems) (Tabela 3). A reacdo de
amplificacdo do DNA foi feita em um volume de reagdo de 20uL contendo os
reagentes: 1X Tagman universal Master Mix (Applied Biosystems), 1X iniciadores
e sonda Tagman e 5 pL de DNA extraido do plasma ou das linhagens. A
amplificacdo foi realizada em placas de PCR contendo 48 pocgos (Applied
Biosystems). Apos a adicdo dos reagentes de amplificagcdo, a placa foi selada com
o adesivo optico Microamp® (Applied Biosystems). A reacdo de amplificagéo foi
realizada no termociclador de QPCR StepOne (Applied Biosystems) de acordo
com a seguinte condicdo de termociclagem: 50C por 2 minutos, para ativacao da

enzima Taq polimerase; 95C, 10 minutos, para a des naturacao inicial do DNA e
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40 ciclos de: 95<C, 15 segundos e 60°C por 1 minut 0. Os dados da amplificagdo
foram obtidos pelo software Sequence Detection System fornecido pelo fabricante
do equipamento de QPCR.

Durante a reacdo de amplificacao € possivel observar 3 fases: a fase basal,
onde quantidade de fluorescéncia emitida pela formacao de produto de PCR nao é
suficiente para ser detectada ; a fase exponencial, marcada pelo ciclo threshold
(CT) em que a fluorescéncia comeca a ser detectada e a amplificacéo acontece de
maneira exponencial ; e a fase de platd, a qual ndo mais ocorre formacéo de
produtos.

No presente estudo, como forma de padronizar a interpretacdo dos dados
obtidos ap6s a amplificacdo, o0 modo automaético foi utilizado como parametro para
a analise do CT. Além disso, a reagdo de QPCR foi aceita se fossem obtidos
valores de coeficiente de correlacdo (r) préximo a 1 (um) e eficiéncia variando

entre 85% a 100%.
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Tabela 4 — Sequiéncias dos oligonucleotideos iniciadores

PCR

Nome do gene

Epstein-Barr nuclear antigen 1

Beta-globin

Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

PCR em tempo real

Nome do gene

Epstein-Barr nuclear antigen 1

Beta-globin

Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

Simbolo
EBNA-1

B-globin

GAPDH

Simbolo
EBNA-1

B-globin

GAPDH

Sequéncia dos oligonucleotideos
iniciadores (5" - 3")
CTATGTCTTGGCCCTGATCC
TGTCTGACAGCGACCATGA
CAACTTCATCCACGTTCACC
GAAGAGCCAAGGACAGGTAC

AAG GCC AGG CTG TAAATG TCA CCG
ACA AAA GGG ACA GAG ACT GGG

Sequéncia dos oligonucleotideos
iniciadores e sondas (5 - 3")

GGACCTGGAAATGGCCTAGGA
CCGCCGGAGCCTTCTG

NQF - CAGATGTGTCTCCCTTCTC - FAM
GCAGGTTGGTATCAAGGTTACAAGA
GCCTATCAGAAACCCAAGAGTCTTC
NQF - CACATGCCCAGTTTCT - FAM

CCCACTCCTGATTTCTGGAAAAGAG

GGGCGGGTGGGAAGAG

NQF - CTTGGCAAATCAAAGCC - FAM

Amplicon (bp)
93

298

333

Amplicon (bp)

106

N°acesso GeneBank
V01555

Hs 11_9394

Hs12_9916

N°acesso GeneBank
V01555

Hs 11_9394

Hs12_9916

A analise da concentracdo de DNA total e do EBV no plasma foi realizada

pelo método de quantificacdo absoluta, na qual foi necessaria a construcdo de

curvas padrdes para os alvos génicos p-globina e EBNA-1, respectivamente.

Estas curvas foram obtidas com diluicbes seriadas da linhagem celular Raji

utilizada como padrao quantitativo. Cada célula da linhagem contém 50 copias do

virus, e uma copia ou genoma equivalente de f-globina. A curva para a detecgao

do EBYV foi construida com 5 diluicdes seriadas em log 10 contendo de 50000 a 5

copias do EBV/uL. Para o DNA total as diluicbes foram entre 40000 e 4 cépias de

S-globina /uL. As diluicdes foram estocadas em freezer na temperatura de -20C,

até a realizacdo dos ensaios de QPCR.
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Cada amostra de pacientes foi testada em triplicata. Em cada placa de
reacao foram adicionados, além do DNA das amostras dos pacientes, amostras de
DNA extraidas do plasma de pacientes com LNH EBV positivos, e amostras de
DNA de individuos saudaveis, controles negativos (sem DNA), além das amostras
da curva padrdo previamente diluidas. Para verificar resultados falsos negativos
devido & presenca de contaminantes na amostra de plasma de pacientes e
controles, todas as amostras foram submetidas a amplificacdo do gene endégeno
GAPDH, ou através da amplificacdo de um DNA exdégeno obtido comercialmente
(IPC MasterMix — Applied Biosystems), previamente adicionado ao plasma antes

da realizacdo da extracdo de DNA.

Ao final do ensaio de QPCR, a concentracdo de DNA total, ou do EBV no
plasma de cada paciente e controles foi estimada em coOpias/mL utilizando a

seguinte formula (LO et al, 1998):

C=Qx(Vona) x (1 )

VPCR Vext

Onde, C € o numero de copias por mL de plasma, Q € o numero de copias
detectado pelo sistema, VDNA € o volume total de DNA extraido, VPCR é o
volume de DNA usado na reacdo e VEXT é o volume de plasma utilizado na

extracao.
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3.5 Andlise Estatistica

O teste de coeficiente Kappa foi utilizado na comparacao entre os métodos de
deteccdo do EBV no plasma e no tumor, onde p = 1 € igual a 100% de correlacéo.
Para comparar os niveis de DNA entre pacientes e controles, ou entre diferentes
momentos no curso tratamento foi realizado uma andalise ndo paramétrica pelo
teste u de Mann-Whitney com p significativo sendo menor que 0,05. Na avaliagdo
da sensibilidade e a especificidade da quantificacdo do DNA circulante total foi
utilizada a curva Receiver operating characteristic (ROC). A probabilidade de
sobrevida global (SG) foi estimada usando o método de Kaplan-Meier. A SG foi
calculada da data do diagnostico até a data do Obito relacionado a doenca ou
perda de seguimento. Os pacientes que evoluiram para o Obito por complicacdes
do tratamento foram excluidos da analise. Para comparacdo das curvas de
Kaplan-Meier foi utilizado o teste de log-rank com valor de p considerado
significativo se inferior a 0,05. Para a geracdo dos dados estatisticos foi utilizado o

programa GraphPad Prism (v.5.0).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas clinicas e biolégicas dos paci  entes com LNH-B

4.1.1 Caracteristicas clinicas e biolégicas dos pacientes com LNH-B pediatricos e

adultos jovens

Nos 29 pacientes com LNH-B (pediatricos e adultos jovens) envolvidos no
estudo houve um predominio de pacientes do género masculino (75%) em relacéo
aos do feminino (25%) e a faixa etaria variou entre 2 a 19 anos com mediada de 9
anos. Quanto ao subtipo histopatologico, 29 pacientes foram diagnosticados com
LB e 2 pacientes com LDGCB. Os pacientes com LB tiveram mediana de idade
menor (8 anos) em relacdo aos pacientes com LDGCB (15 anos). Entre 29 casos
de LNH-B pediatrico foi incluido um paciente que desenvolveu LDGCB apos
transplante renal e uso de drogas imunossupressoras. De acordo com o sistema
de estadiamento do St Jude Children’s Research Hospital (Diebold et al, 2001), 75
% dos pacientes tiveram estagio 1l / IV, e 25% doenca com estagio | / Il. Niveis
da enzima LDH duas vezes acima do valor normal (1000 Ul), utilizados para
estratificacdo prognostica dos pacientes, foram observados em 12 dos 29
pacientes (Tabela 5). A presenca do EBV, avaliada pela técnica de hibridizacdo in
situ, foi detectada em amostras tumorais de 6 pacientes, incluindo 1 paciente com
linfoma associado a imunossupressdo. Um total de 22 pacientes alcancou
remissdo completa e estdo vivos sem evidéncia de doencga, sendo considerados
curados. Falha ao tratamento foi observada em 2 pacientes que apresentaram
recidiva da doenca durante o curso do tratamento. Entre esses 2 casos, 1 paciente
evoluiu para o obito. A tabela 5 mostra as caracteristicas clinicas e bioldgicas dos

pacientes no momento do diagnéstico do LNH-B.
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Tabela 5 - Caracteristicas clinicas e biolégicas dos pacientes pediatricos e
adultos jovens com LNH-B

* Valores de referéncia 240 a 480 U/l ;
** EBER-ISH — técnica de hibridizagéo in situ para detec¢do do EBV no tumor

ND = valor n&o disponivel R =recaida LB = Linfoma de Burkitt

8o pacientes tiveram perda de Follow-up LDGCB = Linfoma difuso de grandes células B
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4.1.2 Caracteristicas clinicas e bioldgicas dos pacientes com LNH-B associado a
AIDS

Participaram do estudo um total de 42 pacientes com diagnostico de LNH-
AIDS. O género masculino foi 0 mais frequiente entre os pacientes, com uma razao
M/F de 3,6/1. A faixa etaria variou entre 2 a 69 anos e a mediana da idade ao
diagndstico foi de 40,5 anos. O subtipo histolégico predominante foi o LDGC-B
diagnosticado em 33 dos 42 pacientes. Em apenas um paciente nao foi possivel
estabelecer o diagnodstico do subtipo de LNH. Apesar de 25 pacientes
apresentarem no momento do diagnostico estagio avancado da doenca (1l / V),
apenas 14 dos 42 pacientes tiveram niveis elevados da enzima LDH. O indice de
prognostico internacional (IP1) com score 2 e 3 foi observado em 21 pacientes dos
36 casos em que a esta variavel estava disponivel para andlise. Em 12 pacientes
em que foi possivel avaliar o status de imunossupressao avaliada pela contagem
de células CD4, 5/12 casos apresentavam valores menores que 200 células/mm?.
Devido a auséncia de amostras tumorais disponiveis para realizacdo técnica de
hibridizagc&do in situ, considerada padrdo ouro no diagnostico de associacdo do
virus com o linfoma, este método néo foi realizado em nosso estudo. A associacao
do EBV nos LNH-AIDS foi investigada por QPCR. O EBYV foi detectado no plasma
de 25 pacientes. A mediana do tempo de follow-up desses pacientes foi 43 meses.
Entre os pacientes com seguimento completo (n=40) foram observados 27 casos
de o6bito, incluindo 4 pacientes que apresentaram recidiva durante o curso do

tratamento (Tabela 6).
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Tabela 6 - Caracteristicas clinicas e bioldgicas dos pacientes com LNH-AIDS

* Valores de referéncia 240 a 480 U/L

ND = valor néo disponivel NC = N&o classificado LB = Linfoma de Burkitt
LDGCB = Linfoma difuso de grandes células B

** 4 pacientes tiveram perda de follow -up



4.2 Padronizagdo da detecgdo e quantificagdo do DN A circulante no plasma
de pacientes com LNH-B

4.2.1 Extracdo do DNA circulante em pacientes e controles

Amostras de plasma de um paciente previamente diagnosticado com LNH-
B associado ao EBV e amostras de individuos saudaveis foram utilizadas para
testar a eficiéncia de amplificacdo do DNA extraido do plasma. Inicialmente foi
realizada uma reacdo de PCR convencional tendo como alvo o gene B-globina e o
fragmento viral EBNA-1. Foi utilizado como controle positivo da reagdo, o DNA
extraido da linhagem celular Namalwa, positiva para o virus EBV. O DNA extraido
do plasma de individuos saudaveis apresentou amplificacdo para o gene f3-
globina, porém nado ocorreu amplificacdo para o fragmento viral EBNA-1 nessas
amostras. No entanto, o DNA de um paciente controle com LNH-B EBV positivo

amplificou para dois alvos (Figura 4).

B-globina (298bp) -

EBNA-1 (93bp) -

Figura 4 — Deteccdo do EBV por PCR. Amplificacdo do gene B-globina
(298bp) e do fragmento do genoma viral EBNA-1 (93bp) por PCR em
amostras de individuos saudaveis e na amostra do paciente com LNH-B
associado ao EBV. Gel de acrilamida — Bis acrilamida a 8%. Linha 1,
marcador de peso molecular de 100 bp; Linha 2, linhagem Namalwa (-
globina); Linha 3, individuo saudavel (8-globina); Linha 4 , individuo saudavel
(EBNA-1); Linha 5, paciente (8-globina); Linha 6, paciente (EBNA-1); Linhas
7 e 8, linhagem Namalwa (EBNA-1)
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4.2.2 Padronizacdo da curva padrdo para ensaio quantitativo por PCR em tempo
real

Neste estudo, para quantificar os niveis de DNA total e do DNA do EBV
livre no plasma foi utilizada uma curva padréo para os alvos génicos B-globina e
EBNA-1 presentes no DNA humano e viral, respectivamente. Ambos o0s ensaios
obtiveram eficiéncia proxima de 100% ao detectar diluicdes seriadas do DNA
extraido da linhagem celular Raji em 5 ordens de grandeza, variando entre 50.000
a 5 copias/pL para o EBV (slope : -3.325; r = 0,998; eficiéncia = 99,7%), e 40.000
a 4 copias/yL para o ensaio de B-globina (slope: - 3.570 e r = 0,996; eficiéncia =
85%) (Figura 5). A verificagdo da reprodutibilidade inter-ensaio da curva padrao do
EBNA-1 e de B-globina foi realizada correlacionando o ciclo Threshold (CT) e o
namero inicial de copias de cada diluicdo da curva. Esses dados foram obtidos
através de curvas padrbes realizadas em trés dias distintos. De acordo com o
teste de Pearson, houve correlacdo positiva entre para as curvas padrdao do alvo
EBNA-1, com valor de r préxima de 1 (r = 0,995, p <0,0001; slope = -3.467). As
curvas do gene B-globina realizadas nos trés dias também foram estatisticamente

correlacionadas (r= 0,997, p < 0,0001; slope = - 3.356) (Figura 6).
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Figura 5 - Curva padrao relacionando o nimero de cépias das ci nco ordens de
grandeza em relagc&o aos seus respectivos CT.  (A) Figura representativa da curva
de amplificac@o do fragmento do gene viral EBNA-1 nas diluicdes seriadas do DNA
da linhagem celular Raji. (B) Curva padrdo para do gene EBNA-1. Coeficiente de
correlagdo: 0,998, slope: — 3.325. (C) Curva padrao do gene B-globina. Coeficiente
de correlacdo: 0,996, slope: - 3.570.
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Figura 6 - Compar agédo inter -ensaio das curvas padrdes . Comparacao entre
o0 numero inicial de copias, de cada diluicdo, e os CTs obtidos das curvas
padrdo construidas com o alvo viral e humano em 3 experimentos
representativos realizados em dias diferentes. (A) De acordo com o teste
correlacdo de Pearson, foi observada uma correlagéo significativa entre o CT e
ndmero inicial de copias/ pL de cada diluicdo das trés curvas realizadas em
dias diferentes tanto para o S-globina ( r= 0,997, p < 0,0001; slope= -3.356) (B)
como para EBV (r= 0,995, p <0,0001; slope= -3.467)
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4.3 Deteccdo do EBV no plasma e no tumor nos pac ientes com LNH-B
pediatricos

4.3.1 Comparacao entre a deteccdo do EBV no plasma e em amostras tumorais

Para deteccdo da presenca do virus no plasma foi realizado um estudo
cego que correlacionou as técnicas de hibridizacdo in situ, método considerado
padrao ouro para a deteccdo do virus no tumor e a deteccao do virus no plasma
por QPCR. Um total de 29 casos de pacientes com LNH-B participaram do
estudo. Entre os 29 casos estudados, 6 foram EBV positivos no tumor e no plasma
avaliados pelas técnicas de ISH e QPCR respectivamente. Adicionalmente, em
todos os pacientes que foram EBV negativos no tumor também nao foi detectada
a presenca do virus no plasma. A associa¢ado entre os dois métodos de deteccao
no plasma e no tumor foi estatisticamente significativa com 100% de correlacéo.
(coeficiente Kappa, p = 1). Além disso, o DNA do EBV néo foi detectado em

nenhum individuo saudavel (Figura 7; Tabela 7 e 8).

Figura 7 - Deteccdo do EBV em amostras tumorais de pacientes ¢ =~ om LNH-B,
utilizando a metodologia de hibridizacao in situ . As setas mostram a marcacao
do transcrito EBER-1 abundantemente presente no nucleo das células tumorais.
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Tabela 7 - Comparacao dos métodos de deteccdo do EBV por ISH e PCR em
| tempo real

Deteccdo do EBV

Diagnostico ISH - EBER + (n=29) PCR temporea |+ (n=29)

LB 5(27) 5 (27)
LDGC 1(2) 12

* Coeficente Kappa

p=1*

4.3.2 Quantificacdo da carga viral do EBV no plasma

No grupo de pacientes com LNH-B, 6 pacientes foram EBV positivos
sendo observados nameros de cépias do virus no plasma variando entre 23 e
3436 copias e mediana de 1268 copias/mL ao diagnostico. Em todos os pacientes
(23 casos) que tiveram diagnostico negativo da associagdo da doenga com EBV
no tumor por hibridizacao in situ, além de 10 individuos controles negativos o EBV

nao foi detectado no plasma (Tabela 7 e 8).

4.3.3 Relacdo entre a concentracdo do DNA e o nivel de LDH

Para avaliamos se a quantificagdo da carga viral no plasma
correlacionava-se com os niveis de LDH e o estagio da doenca, utilizamos como
ponto de corte niveis = 1300 coépias do EBV/mL obtido através do calculo da
mediana do numeros de cépias no plasma dos pacientes LNH-B no momento do
diagndstico. O nivel da LDH é o unico parametro bioldgico disponivel para a
avaliagcdo do prognéstico e resposta ao tratamento de pacientes com LNH-B da

infancia e adolescéncia. A presenca de LDH acima de 2 vezes o valor normal
57



(1000 Ul), e estéagios lll e IV estdo relacionados com um pior prognostico. A LDH
acima de 1000 U/L e estagios Il / IV foram encontrados em 2 e 4 pacientes
respectivamente, do total de 6 pacientes. Devido ao pequeno numero de casos
nao foi possivel fazer nenhuma correlacdo entre a carga viral e LDH nesse grupo

de pacientes.

4.3.4 Quantificacdo do DNA viral do EBV plasma durante o tratamento

Dos seis pacientes positivos para o EBV no plasma, cinco completaram o
tratamento e um paciente ainda estd em tratamento para recidiva (nUmero de
identificacdo 14). No momento do diagnostico o numero de cépias do EBV no
plasma dos pacientes variou entre 23 e 3436, com mediana de 1268 copias/mL.
Os dados obtidos na quantificacdo do DNA ao diagnostico e apés o término do
tratamento estdo demonstrados na tabela 3. Uma observacéo relevante foi que
apos o primeiro ciclo de quimioterapia (QT) todos 0s pacientes apresentaram uma
gueda brusca na carga viral, chegando a niveis indetectaveis. Na maioria dos
casos (5 casos) o DNA do EBV permaneceu indetectavel no plasma durante o
periodo de remisséo, ao término e, 6 meses apods do término do tratamento. A
paciente N° 17 teve o diagnéstico de LNH-B apds ser submetida a um transplante
renal. A historia clinica da paciente é descrita no Anexo 3. No momento do
diagnostico a carga viral no plasma era 3436 copias/mL. Contudo, apds 0 primeiro
ciclo de QT e reducao do regime de imunossupressao, a carga viral do EBV no
plasma permaneceu indetectavel durante e apdés 6 meses do término do

tratamento (Figura 8). O paciente n° 14, que ao diagnostico apresentava carga viral

58



de 2928 copias/mL, teve recidiva da doenca logo apos o término do tratamento
acompanhada da elevacdo do nivel de EBV no plasma, que atingiu 6355 copias. O
paciente ndo atingiu nova remissdo, e apds 8 meses da recidiva ainda

apresentava carga viral de 1450 copias/mL (Figura 9).
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Tabela 8 - Quantificacdo do DNA total e do EBV por QPCR no
plasma

Pacientes LNH-B (n=29)

DNA total (copias/mL)
mediana (variagéo)

Diagnostico 1541 ( 34 - 190000)
Durante o tratamento 3 653 (12 - 50881)

#

Ap0s o tratamento 93 (12 - 7142)

Controles (n = 10) 38 (13 - 151)

DNA EBV (c6pias/mL)
mediana (variacéo)

Diagnostico (n = 6) 1258 (23 - 3436)
Apés tratamento ( n = 6) 0
Recidiva (n = 1) 3902 (1450 - 6355)
Controles (n = 10) 0

® Durante o tratamento foram avaliados 14 pacientes

#* Ap6s o tratamento foram avaliados 17 pacientes

4.3.5 Quantificacdo de B-globina na avaliacdo do DNA total no plasma de
pacientes LNH-B pediatricos e adultos jovens

Os niveis de B-globina avaliados no plasma de 29 pacientes com LNH-B
tiveram uma variacdo entre 17 a 190185 copias/mL de B-globina com mediana de
1541 copias/mL ao diagnéstico. Durante o tratamento os niveis de DNA variaram
de 12,17 a 50881, com mediana de 653,39 coOpias/ mL. Apds o tratamento a
variagdo foi de 12 a 7142, e mediana de 93 copias/mL. Alguns pacientes nao
foram avaliados em todos os pontos devido a impossibilidade prévia de coleta da

amostra, ou auséncia de plasma para extracdo de DNA (Tabela 8). Entre os
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controles saudaveis os niveis B-globina variaram entre 13 e 151 cOpias, com

mediana de 38,71 copias/mL de plasma.

Quando os momentos do segmento do tratamento foram comparados entre
si, a andlise estatistica revelou que os niveis de DNA total nos pacientes ao
diagndstico e durante o tratamento foram significativamente distintos daqueles
encontrados no grupo controle (p < 0,001 ; p = 0,001). No entanto, ndo houve
diferenca entre os niveis apresentados ao diagnostico e durante o tratamento (p=
0,58). Tanto o nivel de DNA dos pacientes no momento do diagnostico quanto os
niveis durante o tratamento foram diferentes quando comparados ao término do
tratamento (p = 0,008; p = 0,03), respectivamente. Nao houve diferenca entre os

niveis de DNA dos pacientes tratados e o grupo controle (p = 0,13), (Figura 10).
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(p<0,05).
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4.3.6 Andlise da sensibilidade e especificidade da quantificacdo do DNA
circulante total

A curva ROC foi realizada para obtencdo de um de um ponto de corte capaz
de discriminar individuos saudaveis de pacientes com LNH-B de acordo com a
concentracdo de DNA no plasma. O cut-off de melhor poder discriminativo foi 46
copias/mL, no qual a area da curva ROC foi 0.74 com sensibilidade de 80% (CI

0,44 — 0,97) e especificidade de 72% (CI 0,52 - 0,87) (Figura 11).
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Figura 11 —. Anadlise da sensibilidade e especificidade da quantificacdo do
DNA total no plasma pela curva Receiver operating characteristic (ROC).
Cada ponto na curva representa um ponto de corte discriminativos entre
pacientes e individuos saudaveis. Os valores indicados nos eixos X e Y
estdo expressos em porcentagens.
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4.3.7 Quantificacdo do DNA total livre no plasma durante o tratamento

A quantificagdo de B-globina foi utilizada para avaliar a resposta ao
tratamento dos pacientes com LNH-B (Tabela 8). Para realizacdo dessa avaliagdo
foram escolhidos trés pontos do seguimento do tratamento: ao diagndstico,
remissdo e apos o término do tratamento. Dos 29 pacientes com LNH-B, 11
tiveram avaliacdo até o término do tratamento. A presenca de um perfil de
resposta ao tratamento foi observado em 6 casos que apresentam uma queda
significativa das concentracdes de DNA total na remissdo e ap6s o término do
tratamento. No entanto, em um caso (numero de identificacdo 4) houve um
aumento da concentragcdo de DNA durante a remissdo e, ap0s o tratamento, o
nivel de DNA foi mais baixo que o observado no momento do diagnostico (Figura

12).

O aumento ou a nao alteracdo da concentracdo DNA durante a remissao
foi observado em 4 casos, entre esses, em 3 pacientes, ndo ocorreu falha ao
tratamento. Contudo, o paciente 9 apesar de ter apresentado baixos niveis de
DNA ao diagnoéstico e na remissdo, apresentou apds o tratamento aumento dos
niveis do DNA total no plasma correlacionado com o diagnostico de doenca em
progressao. Este paciente durante o curso do tratamento de resgate evoluiu para

obito (Figura 13).
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4.4 Deteccdo e quantificacdo do EBV no plasma do s pacientes com LNH
associado ao HIV

Entre os 42 pacientes com LNH-AIDS, a associacdo da doenga com o
virus foi avaliada quase que exclusivamente no plasma por QPCR. Em um caso o
EBV pode ser detectado também no tumor por hibridizagdo in situ (dado néo
mostrado). O EBV no plasma foi observado em 25/42 casos. Esses pacientes
apresentaram carga viral variando entre 17 a 52.000 cépias/mL com mediana de
1300 copias/mL de plasma. O EBV néo foi detectado no plasma dos individuos

controles (Tabela 9).

Tabela 9 - Quantificacdo do EBV por QPCR no plasma dos
pacientes com LNH-AIDS
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4.4.1 Comparacao entre os niveis de DNA do EBV no plasma dos pacientes com
LNH-B imunocompetentes e LNH-AIDS

Uma analise realizada entre os pacientes com LNH-B imunocompetentes
e com LNH-AIDS revelou que ndo houve diferenca entre as medianas dos niveis
de DNA do EBV no plasma dos dois grupos de pacientes, no momento do

diagndstico (p = 0,5) (Figura 14).
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Figura 14 - Quantificagdo do EBV ao diagnostico no plasma de
pacientes com LNH-B, LNH-AIDS . A linha horizontal representa a
mediana de cada grupo. Comparacdo entre os grupos realizada pelo
teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05).
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4.4.2 Impacto das variaveis clinicas e biol6gicas no prognoéstico de pacientes
LNH-AIDS

Para avaliar o impacto da variaveis clinicas na probabilidade de sobrevida
global (pSG) dos pacientes LNH-AIDS foi realizada curva de Kaplan-Meyer (figura
10). As curvas foram comparadas utilizando o teste Log-rank com valor p < 0,05
sendo estatisticamente significativo. Neste contexto, os 42 pacientes desta coorte
apresentaram uma probabilidade de SG de 34% pacientes vivos em
aproximadamente 2 anos (Figura 15 A). Adicionalmente, avaliamos também o
impacto do estagio e do indice progndstico internacional (IPl) ao diagndstico na
pSG. Os estagios Il / IV (avancado) e IPI com score 2 e 3 (alto risco) estavam
relacionados com um pior prognostico nos pacientes LNH-ADS. As duas variaveis
foram capazes de influenciar negativamente no prognostico dos pacientes. Os
pacientes que tinham IPI com score 2 e 3 apresentaram uma pSG menor (apenas
15 % em 2 anos) que os pacientes com IPI de baixo risco (Log-rank p = 0,002).
Quanto ao estagio, os pacientes com doenca avancada ao diagnostico
apresentaram um a pSG de apenas 18% em 6 anos (Log-rank p = 0,001) (Figura

15B e C).

Ao avaliar se a presenca do DNA do EBV no plasma tinha impacto na
pSG, foi observado que embora os 25 pacientes EBV positivos tivessem
apresentado uma pSG menor (31% vivos em 2 anos) do que 0s negativos, néo

houve diferenca estatistica entre as curvas (Log-rank = 0,10) (Figura 15 D).
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Para avaliar se 0 numero de coépias tinha relagdo com a pSG foi utilizado
como ponte de corte niveis do EBV no plasma = 1300 cépias/mL. O ponto de corte
foi obtido através da mediana do numero de coépias do EBV no plasma dos
pacientes com LNH-B no momento do diagndstico. Pacientes com concentracao
de DNA = 1300 copias/mL tiveram pSG de 28% em 2 anos, significativamente
menor quando comparada aos pacientes com concentracdo de DNA < que 1300

copias/mL (pSG = 52% em 2 anos) (Log-rank p = 0,003) (Figura 15 E).
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5 DISCUSSAO

Desde a sua descoberta ha aproximadamente 60 anos, o DNA circulante
tem sido detectado no plasma ou soro de individuos saudaveis, e também em
pacientes com diferentes patologias, incluindo neoplasias (MANDEL et al, 1948).
No plasma de pacientes com céancer, o DNA especifico do tumor pode coexistir
com DNA circulante originado de células normais. A maioria do DNA livre no
plasma é originada do tumor e existem relatos da correlacdo entre a carga tumoral
e a concentracdo de DNA circulante detectado no plasma. Assim, a andlise do
DNA livre no plasma ou soro tem sido proposta em diversos estudos baseados na
guantificacdo do DNA total (normal e tumoral) detectando alvos endogenos (8-
globina, GAPDH, gB-actina), DNA especifico do tumor utilizando caracteristicas
como alteracdes genéticas e epigenéticas, ou mesmo, através da deteccdo de
alvos virais (EBV) (LEON et al, 1977, JAHR et al , 2001; FLESCHHACKER et al,

2007).

Neste estudo, foi utilizado o DNA circulante no plasma como um marcador
de diagndstico, avaliacdo de resposta ao tratamento, e prognostico. Foram
analisadas duas coortes diferentes formadas por pacientes imunocompetentes
com diagnostico de LNH-B e pacientes com diagnostico de LNH-AIDS. Para isso,
realizamos ensaios quantitativos de PCR em tempo real para detectar tanto o DNA
total como DNA especifico do tumor, utilizando os alvos B-globina e o fragmento
do genoma viral EBNA-1, respectivamente. O QPCR tem sido aplicado em

diversos estudos para quantificacdo do DNA circulante em neoplasias, doencas
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ndo neoplasicas e, até mesmo, em condicbes de stress fisioldgico

(FLESCHHACKER et al, 2007; TONG et al, 2006).

Na quantificacdo absoluta por QPCR é necessaria a construcdo de curvas
padrées, as quais servem para estimar a concentracdo de um alvo presente no
DNA em uma determinada amostra. A eficiéncia da curva padréo € determinante
para a reprodutibilidade e precisdo da quantificacéo realizada por esse método. Na
literatura ha relatos de que alguns fatores como o protocolo para a extracdo do
DNA e a sequUéncia dos oligonucleotidios podem influenciar a eficiéncia da curva
padrdo e, consequentemente, a quantificacdo do alvo (HEID et al, 1996 ; HAYDEN
et al, 2008). Neste contexto, os ensaios de quantificacdo do DNA total e viral no
plasma presentes no nosso estudo, foram avaliados quanto a reprodutibilidade e
eficiéncia das curvas padrdes. Quando as curvas padrdes de ensaios realizados
em trés dias diferentes foram comparadas através da avaliacdo do CT e do
namero de copias correspondentes a cada diluicio de DNA utilizado na
construcao das curvas padrdes, os resultados obtidos mostraram que ambos 0s
ensaios foram reprodutiveis e bastante eficientes, uma vez que nao houve
diferenca estatistica entre as curvas dos dois alvos (B-globina p < 0,0001; EBNA-1
p < 0,0001). Além disso, foi possivel observar para as curvas padrées dos dois
alvos um coeficiente de correlacdo proximo de 1 (B-globina, r = 0,997 ; EBNA-1, r
= 0,995), e eficiéncias proximas de 100%, determinadas pela média da inclinacdo

das curvas de cada alvo. (8-globina, slope = -3.356 ; EBNA-1, slope = -3.467).

Como mencionado anteriormente, o gene B-globina foi utilizado como alvo
para a quantificagdo do DNA total no plasma de pacientes com diagnostico de
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LNH-B. Este alvo tem sido utilizado em diferentes estudos de quantificacdo do
DNA total como um marcador de diagnéstico e prognostico de doencas
neoplasicas e ndo neoplasicas (HUANG et al, 2006; FOX et al, 2008; LAM et al,
2003). Recentemente, um estudo relatou os resultados da avaliagdo dos niveis de
DNA total no plasma de pacientes com cancer de ovario ao diagndstico,
guantificando trés diferentes alvos enddgenos incluindo B-globina. Os niveis de
DNA total no plasma dos pacientes foram superiores quando comparados aos
encontrados nos individuos saudaveis, sendo este resultado observado nos trés
alvos avaliados. No entanto, por ter obtido melhor eficiéncia de amplificacdo com o
gene B-globina, este foi considerado o melhor alvo pelos autores (KAMAT et al,
2006). O estudo de Hohaus e colaboradores é um dos poucos estudos de
guantificacdo do DNA total no plasma de pacientes com linfomas, incluindo LNH.
Neste estudo, os autores avaliaram o plasma de 142 pacientes também utilizando
como alvo B-globina. Além dos pacientes possuirem niveis elevados de DNA no
plasma em relagcdo ao controle, foi observado que a concentracdo de DNA no
plasma tinha um impacto no tempo de sobrevida dos pacientes, e que estava
correlacionada com os fatores de progndstico adverso como niveis da enzima LDH
elevados e estagio avancado da doenca. A associacao dos niveis de DNA total no
plasma com fatores prognosticos como LDH e estagio também tem sido relatada
no cancer de pulmao e de mama (GAUTSCHI et al, 2004, SILVA et al, 2002). No
entanto, a utilizacdo do DNA total para avaliacdo da sobrevida de pacientes
portadores de alguns tipos de céncer, como o de pulméo, parece controversa
sendo considerado um pobre marcador de prognostico (GAUTSCHI, 2004). Na

analise de nossos pacientes, os resultados obtidos na quantificagcdo do DNA total
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no plasma mostraram que a mediana dos niveis de DNA no plasma dos pacientes
no momento do diagnostico é significativamente maior quando comparada a dos
individuos saudaveis (1541 cépias/mL versus 38 copias/mL; p < 0,001). Além
disso, na andlise da curva ROC através da concentracdo de DNA total no plasma
mostrou que um ponto de corte de 46 copias/mL foi o de melhor poder
discriminativo entre pacientes e individuos saudaveis com eficiéncia de 72% e
sensibilidade de 80%. Entretanto, ndo foi possivel estabelecer uma correlacao
entre a concentracdo de DNA no plasma com os niveis de LDH e estagio, no
momento do diagndstico. Apesar disto, dos 29 pacientes incluidos no estudo na
coorte de pacientes imunocompetentes com LNH-B, 13 casos apresentavam LDH
>1000 Ul e, 21 pacientes com estagio Ill/IV apresentavam niveis de DNA acima de
2 vezes a mediana da concentracdo de DNA encontrada nos controles. Devido a
eficacia do tratamento, somente 3 pacientes ndo obtiveram resposta, ndo sendo
também possivel correlacionar a quantificacdo do DNA com o tempo de sobrevida

dos pacientes com LNH-B.

Desde a primeira aplicacdo clinica do DNA circulante realizada ha
aproximadamente 40 anos por Leon e colaboradores, tem sido relatado que esta
caracteristica pode ser utilizada como um marcador de resposta ao tratamento
tanto quimioterapico quanto radioterapico nos pacientes com diferentes tipos de
neoplasias. Nestes estudos, o perfil de resposta ao tratamento estava relacionado
a queda da concentracdo de DNA circulante no plasma apos o término do
tratamento. Contudo, quando a concentracdo de DNA no plasma néo se altera, ou
hda um aumento dos niveis de DNA durante o curso do tratamento, esta

observacao é sugestiva de refratariedade a terapia. (LEON et al, 1977; SOZZI| et
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al, 2003; GAUTSCHI et al, 2004). Nossos resultados estdo de acordo com a
literatura, pois os pacientes ndo sO ao diagnostico (mediana = 1541 cépias/mL),
como também durante o tratamento (mediana = 653 coOpias/mL) apresentaram
uma concentracdo de DNA bastante superior aos individuos saudaveis (mediana =
38 copias/mL). A andlise estatistica mostrou que essa diferenca era significativa (p
< 0,001). Curiosamente, apesar da mediana do grupo de pacientes durante o
tratamento ter sido menor quando comparada ao diagnéstico, esses dois grupos
nao foram estatisticamente diferentes (p = 0, 58). Por outro lado, A comparacéo
das medianas dos pacientes ap0s o tratamento com aquela dos individuos
saudaveis ndo demonstrou uma diferenca estatistica significativa (p=0,13),
evidenciando que a concentracdo de DNA circulante dos pacientes ao final do
tratamento comporta-se de forma similar a dos individuos normais. Além disso, os
resultados obtidos mostram que h& uma relagdo entre a carga tumoral e
concentracdo de DNA no plasma. Quando 11 pacientes tiveram o curso do
tratamento monitorado individualmente através dos niveis de DNA total, 6
apresentaram queda significativa da concentracdo de DNA no plasma apos o
tratamento, mostrando um perfil sugestivo de resposta. Nenhum desses casos
apresentou recidiva da doenca, e ao término do tratamento esses pacientes foram
considerados curados (Figura 8). No entanto, um paciente que no momento do
diagndstico e durante o tratamento apresentava niveis baixos de DNA, evoluiu
com progresséo de doenca logo apos o término do tratamento, acompanhada de
aumento da concentracdo de DNA no plasma (Paciente 9; Figura 12). De forma
surpreendente, em 4 pacientes que durante todo follow-up e término do tratamento

ndo foi detectada falha de resposta, foi observado um aumento do DNA no
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plasma, tanto no momento da remissdo, como no término do tratamento. Apesar
de termos feito uma analise aprofundada dos prontuarios médicos na busca de
eventos clinicos que pudessem estar relacionados a este perfil, ndo detectamos
alteracbes do quadro clinico destes pacientes que permitissem aventar alguma

hipotese para responder tal questao.

Schwarz e colaboradores ao analisarem as concentracdes de DNA
circulante em criancas com leucemia linfoblastica aguda observaram que o nivel
de DNA total circulante diminuia apés o inicio do tratamento e que esta reducao
acompanhava o declinio do numero de leucdcitos no sangue periférico. Estes
autores, neste estudo observaram também pequenos aumentos da concentracao
de DNA durante o periodo de remissdo o que atribuiram a intensa atividade de
regeneracdo da medula 6ssea nesta situacdo. Esta hipotese ndo pode ser
totalmente descartada em nossos pacientes com elevacdo da concentracdo de
DNA durante o tratamento. Em virtude da caracteristica do tratamento do LNH-B
na infancia em que ciclos intensivos de quimioterapia sdo administrados em
intervalos curtos, a medula 6ssea estd em ativa regeneracdo entre os ciclos. O
tempo exato em que ocorre este fendmeno é dificil de precisar sé pela contagem
de leucocitos de forma que a elevacao da concentracdo de DNA nesses pacientes

poderia estar refletindo o fendmeno de regeneracdo (SCHWARZ et al, 2009).

Outros estudos também relataram que alguns pacientes nao apresentam
gueda do numero de copias do DNA circulante apos o tratamento (GAUTSCHI et
al, 2004). H& inclusive, relatos de que ocorre elevagdo dos niveis de DNA no

plasma em patologias ndo neoplasicas relacionadas com intenso quadro de injaria
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celular como inflamacédo, hemorragia, traumas cardiacos ou cerebrais (BUTT et al,
2008). Em estudo recente, Fox e colaborados mostraram que durante o evento
febril, o qual € marcado por causar intensa injuria tecidual, ha um aumento de
DNA total no plasma em menos de 24 apds o evento. Estes autores também
mostraram que niveis elevados de DNA no plasma podem permanecer até 10 dias

apos do evento de febre (FOX et al, 2008 ).

Em nosso estudo, os 4 casos com resultados do monitoramento do DNA
total circulante que apresentaram resultados conflitantes, apontam a necessidade
da avaliacdo de um maior nimero de casos e de time points durante o tratamento.
Embora estes resultados ainda necessitem investigacdo, na nossa analise, a
guantificacdo do DNA total foi eficiente em detectar um caso de falha ao
tratamento e, além disso, permitiu distinguir pacientes que apdés o tratamento
foram considerados curados, pois ndo apresentaram recidiva da doenca durante o
tempo de acompanhamento do estudo. Deste modo, a quantificacdo do DNA total
no plasma de pacientes com LNH-B pode ser uma ferramenta util para avaliacao
da carga tumoral e no monitoramento da resposta ao tratamento. Estes resultados,
embora promissores, tém algumas limitacdes. Nesta série de pacientes nao foi
possivel fazer correlagbes entre a concentracdo de DNA total com o estagio da
doenca e niveis de LDH, principais fatores utilizados na clinica para avaliacdo de
prognostico dos pacientes LNH-B. Isto em parte, pode ser atribuido ao nimero
reduzido de pacientes. Por outro lado, até o presente momento ndo ha na
literatura parametros pré-definidos quanto aos melhores alvos, compartimento do
sangue, concentracdo definidora de prognostico e, até mesmo, a unidade de

guantificacdo de DNA no plasma. Nao obstante todas as dificuldades, o interesse
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na utilizagcdo do DNA circulante no plasma como um biomarcador esta crescendo
rapidamente uma vez que € um método néo invasivo e que pode gerar um rapido
resultado, com aplicabilidade em varias doencas e, principalmente, na deteccao e

no monitoramento do cancer (FLESCHHACKER et al, 2007).

Os fragmentos de genes enddgenos liberados pelas células tumorais no
plasma ndo sdo uma caracteristica especifica, uma vez que qualquer célula que
esteja em processo de morte pode libera-los. Embora esta caracteristica tenha
sido objeto de diversos estudos, inclusive 0 nosso, nos avaliamos além do DNA
total, uma caracteristica inerente ao tumor. Entre os 29 pacientes com LNH-B, o
subtipo histoldgico predominante foi o LB, com alguns raros casos de LDGCB. No
LB a principal alteracdo genética € uma translocacdo reciproca entre o0s
cromossomos 8 e 14 e suas variantes, onde se localizam os |6cus dos genes
MYC e das imunoglobulinas. O ponto de quebra no cromossomo 8 pode ocorrer
acima ou dentro do gene MYC. No cromossomo 14 os pontos de quebra podem
estar dentro ou adjacentes as regibes switch, variaveis (V), diversidade (D) e
juncdo (J) do gene da imunoglobulina. Recentemente, Frickenhofen e
colaborabores detectaram o rearranjo clonal da cadeia pesada da imunoglobulina
originada do tumor no plasma de pacientes com LNH pela técnica de PCR. Apesar
da translocagdo t 8;14 ser especifica das células do LB, tecnicamente, a
guantificacdo desses alvos torna a deteccao inviavel, a medida que cada paciente
pode possuir translocagcbes com pontos de quebra, ou rearranjos da

imunoglobulinas diferentes (SHIRAMIZU et al, 1991; FRICKHOFEN et al, 1997).
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Além das caracteristicas listadas acima, as células tumorais dos pacientes
com LB podem apresentar o EBV. Em estudos recentes foi relatada uma alta
frequéncia de associacdo do EBV nos tumores de pacientes brasileiros com LB
(HASSAN et al, 2008, QUEIROGA et al, 2008 A e B). Desta forma, as células
tumorais podem liberar DNA do virus para o plasma e esta caracteristica ja vem
sendo utilizado como um biomarcador de diagndstico, prognéstico e de resposta
ao tratamento de pacientes com neoplasias associadas ao EBV (AU et al, 2004,

FAN et al, 2006; LEI et al, 2002; GANDHI et al, 2006; CHAN et al, 2003).

No presente estudo foi monitorado o curso do tratamento utilizando a
guantificacdo do DNA do EBYV livre no plasma de pacientes com LNH-B. O EBNA-
1 foi escolhido devido a excelente eficiéncia de amplificacdo mostrada em um
estudo prévio (RYAN et al, 2004). Estudos recentes que avaliaram a deteccao do
EBV em amostras pareadas de plasma por QPCR, e tumor pela técnica de
hibridizag&o in situ mostraram que ha uma concordancia entre resultados obtidos
pelos dois métodos (RYAN et al, 2004; FAN et al, 2006). A semelhanca dos
estudos prévios, em nosso estudo cujo desenho foi cego para os dois métodos, foi
mostrada uma correlacdo positiva. Dos 29 pacientes avaliados, 6 foram positivos
e 23 negativos para ambos os métodos. Nenhum dos 10 individuos controles que
participaram do estudo apresentou EBV detectavel no plasma por QPCR. Estes
resultados sugerem uma alta sensibilidade da técnica de QPCR no diagndstico do
virus no plasma. Desta forma, este método de deteccdo do EBV no plasma pode
ser, num futuro préximo, uma ferramenta pratica para o diagnostico dos LNH-B

associados ao EBV.
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Adicionalmente ao valor da deteccdo no diagnostico, em algumas
neoplasias classicamente associadas ao EBV como o carcinoma de nasofaringe,
LH e LNH, LNH-AIDS e DLPT este virus vem sendo alvo para o estudo do
monitoramento da resposta ao tratamento (FAN et al, 2006, GANDHI et al, 2004;
LIN et al, 2004; TSAI et al, 2008). No carcinoma de nasofaringe, neoplasia que
exibe alta associacdo com EBV, a concentracdo do virus no plasma tem sido
referida como um bom marcador molecular para o monitoramento da resposta ao

tratamento (LIN et al, 2004).

A literatura é escassa no que concerne ao monitoramento da carga viral do
EBV no plasma em relacdo a resposta ao tratamento de pacientes com LNH-B
pediatricos. No entanto, recentemente Lei e colaborados estudaram uma série de
pacientes com LNH, incluindo LB. Neste estudo foi mostrado que a queda do
namero de copias do EBV no plasma, apos o 1°ciclo de QT estava associada com
a resposta ao tratamento. De acordo com este e outros estudos que utilizaram o
virus como marcador de resposta em pacientes com neoplasias associadas ao
EBV, a queda precoce do numero de coOpias apos o primeiro ciclo de QT esta
relacionada a uma boa resposta ao tratamento (LEI et al, 2000; GANDHI et al,
2004; TSAI et al, 2008). Contudo, o aumento do numero de coépias de DNA
circulante durante, ou apos o tratamento, tem sido associado com a falha de
resposta ao tratamento ou recidiva da doenca (van ESSER et al, 2001; AU et al,
2004). Neste contexto, a carga viral de seis pacientes foi completamente
monitorada durante e apés 6 meses do término do tratamento. No momento do
diagndstico a carga viral desses pacientes variou entre 17 e 3436 copias/mL com

mediana de 1258 coOpias/mL. De acordo com estudos prévios, assim como em
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nosso estudo, logo apos o primeiro ciclo de quimioterapia foi observada uma
gueda brusca do numero de copias, atingindo niveis indetectaveis no plasma de
todos os pacientes. Em 5 dos 6 pacientes, os niveis foram indetectaveis até o final
do tratamento. Pacientes com LNH-B que respondem ao tratamento e apds seis
meses nao apresentam recaida da doencga sdo considerados curados (PATTE et
al, 2002). O paciente 14 (Figura 9) apresentou recidiva apds o término do
tratamento acompanhada da elevacdo dos niveis de EBV no plasma. Este
paciente ndo respondeu a terapia de resgate e apos 8 meses da recidiva

continuou apresentando niveis detectaveis e altos do DNA do EBV no plasma.

Na nossa série de 29 pacientes pediatricos e adultos jovens, havia uma
paciente que desenvolveu DLPT apés ter sido submetida a um transplante renal. A
associacdo do EBV nesta paciente com DLPT foi confirmada tanto por hibrizagao
in situ no tumor como por QPCR no plasma. A severidade da imunossupressao e
a infeccdo pelo virus EBV constituem fatores risco para o desenvolvimento da
DLPT. Em pacientes com baixa imunidade provocada pelo uso de drogas
imunossupressoras, a diminuicao das células CD4 esta envolvida com uma rapida
proliferacdo de células B infectadas pelo EBV, desencadeando o processo
patogénico da doenca. O diagnodstico precoce da DLPT é importante para
definicdo do esquema de tratamento que inclui reducdo da imunossupressao,
rituximabe ou quimioterapia. Apesar de cada uma dessas formas de tratamento
resultar em bons resultados na inducdo da remissdo completa da doenca, ainda
h& relatos de 6bitos decorrentes da rejeicdo ao 6rgéo transplantado pela reducéo
da terapia imunossupressora e infeccdes relacionadas ao uso de quimioterapicos

(GOTTSCHALK et al, 2005; HOLMES et al, 2002).Uma estratégia terapéutica para
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estes pacientes pode ser a utilizacdo de drogas que controlem simultaneamente a
DLPT, previnam e tratem a rejeicdo ao transplante e minimizem a mortalidade
provocada pelo tratamento. Recentemente, Gross e colaboradores (2005),
utilizaram baixas doses de ciclofosfamida associada com prednisona em uma
série de 36 pacientes que apresentaram falha a terapia padrao para o tratamento
da DLPT. Utilizando a associacdo dessas drogas, as sobrevidas: global, livre de
recaida e livre de falha ao tratamento em 2 anos foram de 73%, 69% e 67%,
respectivamente. O uso doses baixas de ciclofosfamida associada com prednisona
resultou em sucesso no tratamento da DLPT de nossa paciente, permitindo
reducdo da toxicidade ao enxerto e infec¢des relacionadas a quimioterapia. Para a
avaliacdo da resposta ao tratamento desta paciente, além dos parametros clinicos
disponiveis, utilizamos também o monitoramento da carga viral do EBV no plasma

(GROSS et al, 2005; MACHADO et al, 2008).

Ensaios quantitativos para deteccdo do EBV, baseados na técnica de PCR
em tempo real tém sido propostos como uma forma néo invasiva de diagnéstico
e monitoramento da resposta ao tratamento de pacientes imunossupressos com
DLPT, ou com LNH-AIDS (WEINSTOCK et al, 2006; TSAI et al, 2008; FAN et al,
2005). Ha relatos de que em pacientes que sofreram transplante de érgaos, a
carga viral do EBV avaliada no sangue aumenta apos o diagnostico de DLPT
devido ao status de imunossupressao. Entretanto, estudos recentes sugerem que
a quantificagdo intracelular do EBV ndo € um bom marcador para avaliagdo
diagnodstica e de resposta clinica de pacientes imunossuprimidos quando
comparada ao plasma (STEVENS et al, 2001; TSAI et al, 2008). Um grande

estudo realizado por Tsai e colaboradores avaliou o valor da carga viral do EBV
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mensurada nas duas amostras biologicas para diagnostico e avaliacdo da
resposta clinica em 31 pacientes recém transplantados e em 35 casos de DLPT
confirmados, respectivamente. Os autores mostraram que a quantificacdo do
EBV no plasma foi um marcador mais especifico para avaliacdo diagndstica e
avaliagdo de remissdao nos pacientes com DLPT quando comparada a
concentracdo do EBV analisada nas células mononucleares do sangue periférico
(CMSP) (TSAI et al, 2008). Como observado por aqueles autores, foi possivel
confirmar em nosso estudo que quantificacdo do DNA do EBV permitiu avaliar
com eficiéncia a resposta durante a terapia. Ao diagndstico a carga viral foi de
3436 copias/mL e tornou-se indetectavel apO0s o inicio do tratamento,

permanecendo assim 6 meses depois de seu término.

Em conjunto, os resultados de quantificacdo do EBV no plasma dos
pacientes LNH-B observados no nosso estudo sugerem que o DNA EBV livre no
plasma é originado das células tumorais. Nos pacientes com DLPT, além do
emprego na resposta ao tratamento, pode ser utilizada como um parametro para
a selecao do tratamento desses pacientes, especialmente quando a reducéo da

imunossupresséao é necessaria (MACHADO et al, 2008).

No presente estudo também avaliamos a carga viral do EBV no plasma
como um marcador de prognéstico em uma coorte constituida por 42 pacientes
HIV positivos com diagnéstico de LNH-AIDS. Uma limitacdo desta analise, foi o
fato de que em apenas um paciente o EBV foi confirmado no tumor por
hibrizacdo in situ. Apesar da limitacdo imposta pela auséncia desta informacéo,

algumas analises foram passiveis de realizacdo. Nos pacientes com LNH-AIDS o
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DNA do EBV no plasma pode também ser originado também de CMSP, pois o
processo patogénico dos LNH-AIDS é semelhante aquele observado na DLPT e
envolve a expansdo de células B com infeccdo latente pelo EBV e /ou, um
aumento do nimero de novas células infectadas pelo virus em resposta ao status
de imunossupressao. Um estudo recente avaliou a carga viral do EBV no plasma
e nas CMSP, antes e apds tratamento com terapia antiretroviral ativa (HAART)
em 33 pacientes HIV positivos e sem LNH. Este estudo mostrou que todos os
pacientes apresentaram diferentes concentracbes do EBV quando avaliadas nas
CMSP antes e ap6s o tratamento. No entanto, antes do inicio do tratamento, em
8 pacientes o EBV foi detectado no plasma, e apds o inicio, o EBV nédo foi
detectado no plasma de nenhum paciente. Um outro estudo monitorou a carga
viral no soro e CMSP durante o curso do tratamento de 9 pacientes HIV positivos
até o surgimento do LNH. Todos os pacientes apresentaram no soro niveis de
EBV indetectaveis, ou em baixas concentracdes ao diagndstico e durante o curso
do tratamento. Contudo, em um dos pacientes tratados com HAART foi
observado um declinio da carga viral do EBV avaliada nhas CMSP e um aumento
dos niveis de EBV no soro no momento do surgimento do LNH. Em conjunto
estes dois estudos sugerem que no plasma de pacientes infectados pelo HIV, a
concentracdo do EBV pode estar relacionada a presenca de LNH-AIDS

(RIGHETHI et al, 2002; van BARLE et al, 2002).

Recentemente, Fan e colaboradores (2006) observaram uma correlacéo
positiva entre os métodos de deteccdo do EBV por QPCR no plasma e
hibridizag&o in situ no tumor de pacientes portadores de HIV com diagndstico de

linfomas, incluindo LNH. O resultado da detec¢do do EBV foi concordante para
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ambos os métodos em 69% dos casos de LNH-AIDS. Além disso, mostraram que
as concentragfes do EBV variavam com mediana de 3210 cépias/mL (FAN et al,
2005). Em nosso estudo dos 42 pacientes avaliados, em 25 o EBV foi detectado
no plasma, e a carga viral do EBV no momento do diagnostico do LNH variou
entre 17 a 52000 copias/mL com mediana de 1300 copias/mL. A discrepancia
entre os valores da mediana apresentada no nosso trabalho e o de Fan e
colaboradores pode ser explicada. A regidao do genoma viral utilizada no estudo
desses autores foi a regido BamH1W, enquanto que no nosso a regiao
selecionada foi a do EBNA-1. Um outro estudo desse mesmo grupo mostrou que
a regido BamH1W apresentava uma alta eficiéncia de amplificacdo por constituir
um alvo que contém entre 7 e 11 repeticbes dentro do genoma. Esta regido
pode, dependendo da cepa viral presente na amostra, superestimar ou
subestimar a quantificacdo do numero de copias do EBV. Neste mesmo estudo
0s autores apontaram como um dos melhores alvos o EBNA-1, o qual € um gene
conservado presente em apenas uma cépia no genoma viral (RYAN et al, 2004).
O estudo de Fan e colaborados foi um dos primeiros a inferir uma concentracéo
de 2500 coépias de DNA do EBV no plasma de pacientes HIV positivos a ser
utilizada como ponto de corte definidor da presenca de linfoma. Entretanto, &
preciso ressaltar que este valor foi obtido através do valor maximo do nimero de
copias apresentado no grupo controle constituido de pacientes HIV positivos sem

linfoma, porém com histérico de infec¢des virais (FAN et al, 2005).

No INCA néo séo tratados pacientes HIV positivos sem diagnéstico de
neoplasias. Portanto, ndo foi possivel incluir este grupo de individuos como

controles e esta também foi uma limitacdo de nosso estudo. Contudo, quando
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comparamos as cargas virais obtidas no plasma dos pacientes LNH-AIDS (1300
copias/mL) e LNH-B (1258 copias/mL), uma observacéao interessante foi que néo
houve diferenca estatistica entre as medianas do numero de copias, mesmo com
a diferenca amostral de individuos nos grupos. De acordo com estudos prévios
apresentados acima, este resultado sugere que pode haver uma relacao entre a

presenca de DNA do EBV no plasma e a presenca de LNH-AIDS.

Na era pré HAART os pacientes com LNH-AIDS eram tratados com dose
baixa de quimioterapia em virtude da toxidade observada quando se empregava
esquemas de tratamento mais intensivos. Nestes pacientes a pSG em 2 anos era
de somente 10% (KAPLAN et al, 1997). Com a introducédo da HAART foi possivel
a administracdo de regimes quimioterapicos com as doses preconizadas, sem
ocorréncia de toxicidade excessiva. Na era pos HAART, o controle da replicacéo
do HIV através do uso de antiretrovirais tem sido associado com a diminuicdo da
incidéncia dos linfomas relacionados ao HIV. No entanto, os LNH-AIDS continuam
sendo uma das principais causas de mortalidade entre pacientes portadores do
HIV (RATNER et al, 2001; BESSON et al, 2001). Os principais fatores definidores
de prognostico utilizados ap0ds a introducdo deste esquema de tratamento sdo a
idade, IPI, niveis da enzima LDH e performance status no momento do
diagndstico. Neste contexto, os pacientes LNH-AIDS do presente estudo tiveram
pSG de 34% em aproximadamente 2 anos. A avaliacdo do impacto das variaveis
clinicas de prognéstico como IPI e estagio na pSG, confirmou que ambos séo
fatores de progndéstico importantes. Os pacientes que apresentaram IPl com
valores de 2 e 3, e estagios avancados (lll e V), considerados de alto risco no

momento do diagnostico do LNH, tiveram uma pSG menor quando comparada
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aos pacientes com prognostico de baixo risco. E importante ressaltar que a baixa
taxa de sobrevida global observada nos pacientes desta série pode ser um reflexo
do retardo do diagnéstico, e também do status de imunossupressao, visto que a
grande maioria destes pacientes nao estava em uso de HAART, e em alguns, o

resultado da contagem de células CD4 e CD8 ndo era conhecido.

Para avaliar o impacto do EBV no plasma, os pacientes com LNH-AIDS
foram avaliados quanto presenca e quantidade do EBV no plasma em relacdo a
pSG. No primeiro momento, os 42 pacientes foram avaliados somente quanto a
presenca do EBV. Dos 42 pacientes, 17 foram negativos e 25 positivos. Os dados
obtidos mostraram que ndo houve diferenca estatistica entre a pSG entre os
pacientes positivos e negativos (Log rank = 0,18). A falta de correlacdo entre a
deteccdo do EBV e a pSG também tem sido relatada por outros estudos em
pacientes imunocompetentes e imunodeprimidos com diagndstico de linfomas
(SUWIWAT et al, 2007; BOSSOLASCO et al, 2006; LEUNG et al, 2003). No
entanto, a observacédo de que os pacientes LNH-AIDS EBV positivo tiveram uma
probabilidade de sobrevida menor quando comparados aos EBV negativos,
sugere a hipétese de que a auséncia de correlagdo entre a pSG e a associagao
do EBV na coorte do presente estudo pode ser revertida com o aumento do

namero de pacientes e um estudo prospectivo mais controlado.

N&o ha na literatura referéncia a um numero exato de copias do EBV que
possa ser utilizado como ponto do corte para a avaliagdo do prognostico. A
grande maioria desses estudos utilizou como base a mediana de copias obtida

entre os individuos controles, ou mesmo aquela obtida de pacientes antes do
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inicio da terapia. Um estudo recente mostrou que niveis no plasma acima de
4000 copias do EBV/mL, foram fortemente associados a um pior prognéstico em
pacientes com carcinoma de nasofaringe. Adicionalmente, Au e colaboradores
(2004) utilizando o cut-off de 6 X 10’ cépias/mL no plasma de pacientes
imunocompetentes com LNH, também mostraram uma correlacdo com o
prognostico adverso dos pacientes que tinham niveis elevados do EBV no
plasma. A mesma correlagédo foi obtida em nosso estudo quando avaliamos o
impacto da carga viral do EBV na pSG dos pacientes utilizando como ponto de
corte 1300 copias/mL, obtido pela mediana do numero de cdpias.
Surpreendentemente, pacientes com concentragdo de DNA = 1300 cOpias/mL
tiveram estimativa de SG de 28% em 2 anos, significativamente menor quando
comparados aos pacientes com concentracdo de DNA < que 1300 copias/mL

(52% em 2 anos).

N&o obstante todas as dificuldades, o interesse na utilizacdo do DNA
circulante no plasma como um biomarcador esta crescendo rapidamente, uma vez
gue € um método ndo invasivo e que pode gerar um rapido resultado, com
aplicabilidade em varias doencas e, principalmente, na deteccdo e no
monitoramento do céancer. Neste contexto, apesar das limitagcbes observadas
neste estudo, o conjunto dos resultados sugere que o DNA circulante pode ser um
parametro ndo invasivo, sensivel e rapido para avaliacdo do prognostico,
monitoramento da resposta ao tratamento e possivelmente, diagnostico em

pacientes com LNH.
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CONCLUSOES

O DNA circulante avaliado de forma quantitativa pode ser um marcador

biolégico nos linfomas ndo Hodgkin-B.

A deteccdo do EBV no plasma por QPCR aferida no momento do
diagndstico correlacionou-se fortemente com a presenca do virus no tumor
por hibridizacdo in situ sugerindo uma possivel aplicacdo no diagnéstico
dos linfomas associados ao EBV.

A reducdo do DNA total circulante e da carga viral apés o inicio do
tratamento quimioterapico indica uma associagao entre a carga tumoral e a
concentracdo do DNA no plasma, mais especificamente com a carga viral
do EBV.

A correlagdo dos niveis de DNA circulante com o perfil de resposta ao
tratamento (remissdo ou recidiva) indica o valor desta abordagem na
avaliagao durante o tratamento.

Apesar do numero reduzido de pacientes com LNH-AIDS, foi possivel
mostrar que concentracdes elevadas de DNA do EBV > 1300 copias/mL
plasma foram relacionadas com um pior progndstico tendo impacto na SG
dos pacientes com LNH-AIDS associados ao EBV.

A metodologia desenvolvida para quantificagdo do EBV no plasma podera
ser uma ferramenta de avaliacdo a ser aplicada em pacientes com linfomas

associados ao EBV em diferentes cenarios no curso da doenca.
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Servigo de Pesquisa Clinica-CPQ
=

Comité de Etica em Pesquisa-INCA
INCA

Rio de Janeiro, 04 de janeiro de 2005.

Dra. Claudete Esteves Nogueira Pinto Klumb
Pesquisadora Principal

Ref.: Prot. 122/04 — Quantificagdo do DNA do virus Epstein Barr (EBV) no dignostico
€ no monitoramento da resposta ao tratamento dos linfomas rio Hodgkin-B.

Prezada Doutora,

Vimos por meio desta informar que o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional
de Céncer decidiu aprovar, o Protocolo intitulado: Quantificacgio do DNA do virus
Epstein Barr (EBV) no dignéstico e no monitoramento da resposta ao tratamento dos
linfomas ndo Hodgkin-B.em sua reunifio de 20/12/04.

Estamos encaminhando a documentag&o pertinente para 0 CONEP, com vistas a registro e
arquivamento.

Atenciosamente,

Otavio Olivatto
do Comité de Ktica ety Pesquisa
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Instituto Nacional de Cancer
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Memo 192/06-CEP-INCA Rio de Janeiro, 19 de dezembro de 2006

A(0): Dra. Claudete Esteves Klumb
Pesquisador(a) Principal

Registro CEP n° 098/06: (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)
Titulo do Projeto: “Estudo Prospectivo da carga viral do virus Epstein Barr (EBV) como marcador
preditivo de resposta ao tratamento nos linfomas associados ao HIV”

Prezada Doutora

Informamos que o Comité de Ftica em Pesquisa do Instituto Nacional de Céncer ap6s
re-analise, decidiu aprovar o Protocolo intitulado: Estudo Prospectivo da carga viral do
virus Epstein Barr (EBV) como marcador preditivo de resposta ao tratamento nos linfomas
associados ao HIV A, em 11 de dezembro de 2006.

Estamos encaminhando a documentagdo pertinente para o CONEP, com vistas a
registro e arquivamento.

Atenciosamente

Dra. Adriana Scheliga

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CEP-INCA
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Abstract Transplant patients are particularly at risk of
developing B post-transplant lymphoproliferativeadise
(PTLD) related to intensive immunosuppressive treat
ment to prevent graft rejection. In EBV-positive s,
EBV-DNA can be found in the patients’ peripheraddad.
Several methods have been described to assesherafip
blood EBV viral load. We report a case of a 13-yalar
child who developed EBV-positive PTLD after renal
transplantation. We assessed EBV plasma viral liyad
guantitative PCR and we found that the clearandeBf-
DNA correlated well with response to treatment.
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Introduction

Transplant patients are particularly at risk of&leping

B post-transplant lymphoproliferative disease (PJLD
related to intensive immunosuppressive regimepsdo
vent graft rejection [1]. PTLDs are a heterogeneous
group of disorders with a wide spectrum varyingrfro
lymphoid hyperplasia to clonal malignancy. Theicae
rence is linked to Epstein-Barr virus infection (BH2].
The frequency of PTLD is higher in children than in
adults, which may be due to more frequent EBV-segen
ative status of children compared to adult reciisiext

the time of the transplant and the high prevalexfdeBV
seropositivity among donors [3]. Reduction of imraun
suppression via decrease or interruption of immupes
pressive therapy remains the first approach. Howeve
response rates range from 20% to 86%. Most patients
need a combination of immunosuppression reduction
with antiviral therapy, chemotherapy and/or chenmoim
munotherapy. Some are treated with chemotherapy or
immunotherapy alone [4, 5]. Especially if intensive
chemotherapy is given, treatment-related morbidity
high. Recent studies have shown that EBV viral ligad
effectively cleared in plasma during remission LB,
previewing the response to therapy and providipgw-
erful tool to adjust and select the treatment dividuals
with EBV-positive PTLD [6]. Here, we describe these
of a 13-year-old child who developed EBV-positive
PTLD after renal transplantation in which EBV plasm
viral load was monitored during tailored chemotipgra

Case report
A 13-year-old girl was admitted to the Hematology

Service, Cancer Hospital-I with a history of tedigy} of
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Fallot associated with congenital uterine and valgatre- BFM-protocol, as confirmed by CT scan. EBV plasma
sia and a single kidney. At 12 years of age sheblead viral load was serially monitored during treatmantl fell
submitted to kidney transplantation due to longdiag to an undetectable level after the first BFM cycéamain-
end-stage renal disease, with the organ being eldrist ing undetectable through 4 time points (Fig. 1) efty-
her mother. She was then placed on mycophenolate eight months after remission there is no eviderice o
mofetil (MMF), 350 mg/m bid, tacrolimus (FK506) 0.2 PTLD recurrence or renal function deterioration.
mg/kg/day and prednisone 0.4 mg/kg/day. Fourteen

months  after transplantation, she presented  with

odynophagia, enlargement of tonsils and right catvi EBYV viral load method

lymphadenopathy. Computed tomography (CT) scan of

head and neck showed right cavum infiltrative lasio A real-time quantitative system (Q-PCR) was devetbp
associated to a right cervical adenomegaly. Arsiooal for EBV-DNA detection toward thEBNAL region. The
biopsy of the cervical mass displayed histologieat assay was based on amplification of a highly coreskr
tures typical of PTLD classified as monomorphididié region ofEBNA1, a single copy of EBV that is essential
large cell ymphoma by WHQO'’s classification [7]. for maintaining the virus long-term in dividing tzlin
Immunohistochemistry revealed the following pheno- previous studies, this region of the viral genonas w
types CD20+, CD30—-, CD10—, CD3-, TdT- and BCL6-. proved to allow reliable EBV-DNA amplification iram-
The association with EBV was confirmed by insitu ples from patients with various EBV-associated akes
hybridisation for Epstein-Barr-encoded RNAs (EBERS) worldwide [13]. Sequence data for the EBV genome
and latent membrane protein immunohistochemistry were obtained from the GenBank Sequence Database
(LMP1) as previously described [8, 9]. According3b (accession number V01555). PCR primers and TagMan
Jude’s criteria, the patient had stage Il [10]. Padent’s probes targeting the EBNAL1 gene were designed by
EBV status before the kidney transplantation was Applied BioSystems. A standard curve was run jlitri
unknown. EBV plasma viral load was determined by a cate using DNA extracted from an EBV-positive diek,
real-time quantitative assay. At diagnosis thel\@rad Raji (50 copies of EBV per cell).

was 3436 copies/ml (Fig. 1). The doses of immunesup
pressive medications were reduced as the first $tep

patient was treated with 2 cycles of modified B-non Discussion

Hodgkin's lymphoma-Berlin-Frankfurt-Miinster-90 pro-

tocol, then received 6 cycles of a low-dose chesaihy The term PTLD is used to describe a heterogeneous
regimen [11, 12]. The chemotherapy regimen was group of disorders ranging from polyclonal lymphtecy
switched because of febrile neutropenia, severesitis proliferation to monoclonal B- and occasionally dlic
and deterioration of renal function occurring after sec- malignancies [1]. After solid organ transplantation
ond intensive chemotherapy cycle. Complete remission PTLD occurs more frequently in children than in léglu
(CR) of PTLD was reached after 2 cycles of the medifi [3]. EBV infection is of particular concern in paatiic

Fig. 1 EBV plasma viral load at diagnosis, time of
4000 1 remission and post-therapy¢xis). The y-axis
denotes the amount of EBV-DNA expressed as
copies of EBV-DNA per millilitre of plasma

3500 W Pre-therapy
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o Post-therapy (6 months)
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transplant recipients, as primary infection of segative
patients is more likely to lead to PTLD. Other riaktors
include age after transplant, severity of immungseg-
sion and concurrent CMV infection [14]. FK506 and
MMF have been reported to increase PTLD risk [15].
Conversely, a recent report from the North American
Pediatric Renal Transplant Cooperative Study (NAPR-
TCS) concluded that FK506 and MMF use are not cur-
rently associated with the risk of increasing PTihD
paediatric kidney transplants [16]. It is notewgrthat
other risk factors, such as recipient EBV serostatu
transplant, may also impact on the development of
PTLD. Patients who are EBV-negative at time of trans
plantation are at highest risk for PTLD if theye&@ an
organ from an EBV-positive donor. Because donor and
recipient EBV testing were not carried out in oatient
and her organ donor before transplantation, itweds
possible to evaluate the impact of EBV-status mishat
ing on the risk of PTLD.

Reduction of immune suppression remains the stan-
dard therapy for PTLD after solid organ transpldata
with a success rate varying from 20% to 86% [5, Of
the other hand, chemotherapy-based regimens &e eff
tive in inducing CR, with relapse and allograft lbssng
rare (< 5%). However, chemotherapy-related monpidit
as a result of graft toxicity and infections magdae an
additional problem for these patients. At presseveral
strategies for PTLD treatment are being implemeirted
the clinical settings. The introduction of rituximhas
markedly changed the approach to therapy of patient
with PTLD, but response to treatment varies sulbistian
ly between patients and there are few reports eflipa
atric prospective studies [18—20].

An alternative approach may be the use of drugs tha
simultaneously control the lymphoproliferative out-
growth, prevent or treat allograft rejection anchimise
treatment-related mortality. Recently Gross etl#] [
reported the results of treatment with a low ddse o
cyclophosphamide associated with prednisone imiesse
of 36 children who experienced failure with fromtd
therapy for PTLD. Using this regimen, the 2-yeagrmay,
relapse-free and failure-free survival were 73%866G8d
67%, respectively [12]. This report represented the
largest cohort of children treated in a prospedishion
with a uniform chemotherapy regimen. The use @ia |
dose of cyclophosphamide associated with prednisone
was effective in treatment of EBV-PTLD in our patie
and allowed reduction of graft toxicity and infects
related to chemotherapy.

PTLD is associated to a rapid rise of viral loads i
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) [21-24].
However, the relationship between EBV-DNA load in
PBMCs and clinical response is missing because EBV-
infected cells in peripheral blood are not foundhea
same compartment as tumour cells. Therefore, menito

ing viral load in peripheral blood does not prediai-
cal response of patients with PTLD [24]. A recenty
has shown that EBV viral load is more effectivelgaced
in plasma compared to PBMCs during remission of
PTLD [6]. In the present case we were able to confi
that quantification of viral load in plasma alloascurate
prediction of the response during therapy. At dasis
the viral load was 3436 copies/ml and was undebézta
at four time points after the onset of the treatinen
including 6 months from its end. This method may-pr
vide an informative tool to adjust and select treatt in
patients with EBV-PTLD, especially when tailored
chemotherapy is needed. In order to better defieedle
of EBV plasma viral load in the subset of PTLD glar
prospective studies should be planned. Data engergin
from these studies could help clinicians to optignal
stratify and determine the treatment accordingsto of
allograft rejection, and treatment-related monalit
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