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Os linfomas de células T/NK s3o altamente associados ao EBV e mais
freqiientes na Asia do que no Ocidente. Na América Central e do Sul hé raros estudos sobre
o linfoma T/NK, os quais mostraram predomindncia acentuada deste fendtipo nos
descendentes dos amerindios, favorecendo a hipétese da predisposi¢édo racial para a doenga.
O presente trabalho estuda 25 linfomas ndo Hodgkin, que comprometiam a regido medial
da face. O linfoma de células T/NK (16/25) foi mais freqiientemente encontrado do que o
linfoma de células B (9 casos, todos de grandes células B) e ocorreu predominantemente na
cavidade nasal. Na andlise imunoistoquimica, os linfomas de células T/NK foram positivos
para CD3 e CDS56 e apresentavam numerosas c€lulas linféides EBER - 1 positivas.
Embora a doenga estivesse localizada em 61% dos casos no momento do diagnéstico, ndo
foi observada nenhuma tendéncia para cura. A distribuicdo racial dos pacientes com
linfoma de células T/NK foi semelhante aquela encontrada no linfoma de células B.
Linfocitos EBV positivos foram encontrados mais freqiientemente na adendide do que na
amigdala, enquanto que as lesdes inflamatérias do palato e nariz foram negativas. Na nossa
amostra a freqiiéncia relativa de linfoma sinonasal de células T/NK versus células B foi alta
¢ semelhante aquela observada em outros paises da América Latina. Entretanto, ndo
encontramos qualquer associagdo racial com o fenétipo T/NK e o tumor apresentou
comportamento agressivo semelhante ao que € descrito na Asia. A alta freqiiéncia de
linfocitos EBV positivos no tecido linféide da nasofaringe (adendide) sugere que este

tecido poderia servir de reservatorio para o virus.

Resumo
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A por¢do medial da face, compreendendo cavidade nasal, palato, nasofaringe e
seios paranasais pode ser acometida por lesdes necrosantes e destrutivas, que constituem a
sindrome clinica denominada de granuloma necrosante da linha média. Varias doengas
(cerca de 40) podem causar este quadro, sendo que as mais importantes sdo: linfoma,
granulomatose de Wegner, abuso de cocaina, lesdo destrutiva idiopética da linha média e
doengas infecciosas (mucormicose, lepra e sifilis) (MILLS e FECHENER, 1994).

A incidéncia dos linfomas que acometem esta regido da face € variavel entre as
diferentes areas geograficas (ARBER et al 1993). Os linfomas ndo Hodgkin sinonasais sdo
mais freqiientes no Peru, China e Japdo (6,7 a 8% de todos os linfomas) (HO et al 1984,
MISSAD et al 1984, NG et al 1986) do que nos Estados Unidos, onde a incidéncia € de
1,5% (FRIERSON et al 1984). Em relagio ao fenétipo destes linfomas sinonasais, também
se observa a mesma variagdo geografica. Nos Estados Unidos e Alemanha ha predominio
da linhagem B, enquanto que no Peru, Guatemala, México e Asia a maioria é T ou de
células NK (natural killer) e freqlientemente apresentam crescimento angiocéntrico
(NAVARRO-ROMAN et al 1994, ARBER et al 1993, JAFFE et al 1996,
MOSQUETA-TAYLOR et al 1997). Na literatura, este linfoma T ou NK médio-facial tem
recebido varias denomina¢des: lesio imunoproliferativa angiocéntrica (graus 2 e 3),
reticulose polimérfica, granuloma letal da linha média, reticulose maligna da linha média,
linfoma de células T nasal, linfoma angiocéntrico e, mais recentemente, linfoma nasal
T/NK (EICHEL et al 1966, KASSEL et al 1969, DE REMEE et al 1978, JAFFE 1984,
JAFFE et al 1996, FERRY e HARRIS 1997).

Estes varios nomes que o linfoma nasal T/NK tem recebido tentam, na verdade,
descrever as caracteristicas da doenca, ou seja, uma lesdo freqiientemente agressiva, que
causa destruicdo das estruturas médio-faciais, histologicamente constituida por infiltrado
polimérfico, que freqiientemente tem crescimento angioinvasivo e destrutivo
(JAFFE et al 1996, FERRY e HARRIS 1997). Linfoma T/NK, semelhante ao nasal,
também pode ocorrer em outros sitios extranodais, tais como, pele, testiculo, trato
gastrointestinal e tecidos moles (SHNEIDER et al 1993, NAKAMURA et al 1995,
JAFFE et al 1996, CHAN et al 1996, FERRY e HARRIS 1997).

Introdugdo
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Morfologicamente o linfoma T/NK nasal € caracterizado por um infiltrado
misto, contendo quantidades varidveis de linfécitos pequenos com aparéncia normal,
células linfoides atipicas grandes, médias e pequenas (que freqlientemente tém citoplasma
claro), plasmécitos, histidcitos e eosinéfilos (JAFFE et al 1996, FERRY e HARRIS 1997).
Os casos que apresentam predominio de células linfoides pequenas e médias sdo os mais
dificeis de distinguir dos processos inflamatdrios ou infecciosos que acometem a regido
médio facial (JAFFE et al 1996). Outras caracteristicas deste linfoma sdo: invasdo e
destruicdo da parede dos vasos sangiiineos pelas células linfoéides atipicas e necrose
(FERRY e HARRIS 1997). Esta ultima esta presente em virtualmente todos os casos e
geralmente tem padrio zonal, sugerindo patd_génese vascular (JAFFE et al 1996, FERRY e
HARRIS 1997). Entretanto, como em alguns casos € possivel observar necrose sem
angioinvasdo, também tem sido sugerido que esta poderia ser causada por producao
aumentada de citocinas (tais como TNFa) pelas células linfoéides atipicas infectadas pelo
virus Epstein-Barr (EBV) (JAFFE et al 1996)

O fendtipo antigémico do linfoma T/NK nasal é caracteristico. As células
neoplasicas sdo freqiientemente positivas para CD 56, que ¢ um marcador encontrado nas
células NK, expressam alguns antigenos associados as células T, tais como CD45RO, CD2
e CD3 (este ultimo apenas o componente citoplasmatico em sec¢des de parafina, pois o
CD3 de superficie é geralmente negativo) e ocasionalmente podem ser positivas para CD7,
CD4 e CD8 (KANAVAROS et al 1993, JAFFE et al 1996, FERRY ¢ HARRIS et al 1997).
Outros marcadores de células NK (CD16 e CD57) sdo negativos nas c€lulas tumorais,
assim como outros anticorpos receptores de células T (BF1 — TCR-af3, TCR31 — TCR-yd)
(NG et al 1988, JAFFE et al 1996, FERRY e HARRIS, 1997).

Quanto as caracteristicas genotipicas, as células neoplasicas ndo mostram
rearranjo clonal de genes receptores de células T (TCRP) e imunoglobulina (JAFFE et al
1996, FERRY e HARRIS, 1997).

Recentemente, tem-se demonstrado que o linfoma nasal T/NK € altamente
associado ao EBV, ou seja seqiiéncias do EBV sdo identificadas na maioria das células
atipicas, em virtualmente todos os casos pela técnica de hibridizagdo in situ, utilizando-se
sondas para RNA EBER1/2 (MEDEIROS et al 1992, ARBER et al 1993, CHAN et al
1994, JAFFE et al 1996, FERRY e HARRIS et al 1997).

Introdugao
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Quanto a patogénese, a distribui¢do geografica variada dos linfomas T/NK
aliada a sua associagdo constante com o EBV tem favorecido as seguintes hipoteses:
predisposi¢do racial para a doenga e uma tendéncia destas populagSes mais afetadas
estarem mais expostas ao EBV numa fase precoce da vida (ARBER et al 1993, JAFFE et al
1996, FERRY e HARRIS 1997).

VIRUS EPSTEIN-BARR

O virus Epstein-Barr (EBV) € um gama herpes virus comum na populagio
humana (HENLE et al 1968), que causa infecgdo assintomética na maioria dos casos
(ZUR HANSEN et al 1970). Nos paises subdesenvolvidos, a soroconversio ocorre
geralmente na primeira década de vida, sendo que 90% da populagéo ja estd infectada na
vida adulta (ZUR HANSEN et al 1970).

Biologicamente, o EBV ¢ um ativador celular linfotrépico que transforma
linfocitos B em linhagens de células linfocitoides que se multiplicam indefinidamente
in vitro (imortalizagdo celular) (ANAGNOSTOPOUOLS e HUMMEL 1996). O virus
penetra nas células linféides susceptiveis via receptor do complemento CD3d (CD21).
Esta molécula receptora isolada ndo necessariamente determina a infecgdo, visto que sua
expressdo numa variedade de tipos celulares permite a absorgdo viral, mas ndo infecg¢do
(ANAGNOTOPOULOS ¢ HUMMEL, 1996), favorecendo a hipotese que moléculas
acessorias ou fatores de transcrigdo também podem ser determinantes hospedeiros

importantes.

Apés a infecgdo das células linfoides susceptiveis, 0 DNA viral é transportado
para o nucleo, onde persiste como uma molécula circular extra cromossomica (epissoma)
(YATES et al 1985). O epissomo consiste de uma seqiiéncia longa e outra curta, separadas
por uma grande seqii€ncia de repeti¢bes internas e franqueado por repetigdes terminais no
final do genoma. As repeti¢cdes terminais contém numeros variaveis de seqiiéncias de
500 pares idénticos de base, os quais servem como sitios de coesdo durante o processo de

circulizagdo, permitindo a forma¢io de um epissomo.

Introducdo
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A célula linfoblastdide imortalizada pelo EBV expressa nove proteinas:
6 antigenos nucleares ( EBNP) e 3 proteinas de membrana (LMP 1, LMP 2 ¢ LMP 3)
(KIEFF e LIEBOWITZi, 1990). Além destas proteinas, ha dois RNAs codificados pelo
EBV (EBER 1 e EBER 2), que s3o encontrados sob forma de numerosas cdpias (acima de
10° moléculas de EBER) no niucleo das células infectadas latentes (LERNER et al, 1981).
A funcdo destas moléculas é desconhecida, porém elas tornam possivel a demonstragédo da
infeccdo pelo EBV, através da hibridiza¢@o in situ, ao nivel de uma Unica célula, em

material fixado em formalina e incluido em parafina (WU et al, 1991).

A célula linfoblastdide imortalizada pelo EBV corresponde ao tipo de infec¢do
denominado latente, isto é, aquela na qual ndo ocorre replicagdo do virus e as células ndo
s@o mortas. A base molecular da imortalizagio das células B pelo EBV é complexa
(STRAUS et al, 1993). Aparentemente, diversos genes virais desregulam os sinais normais
de prolifera¢do e sobrevida em células com infecgdo latente. A proteina de membrana
latente 1 (LMP 1) impede a apoptose das células B através da regulacdo positiva da
expressdo do bc/ 2 e ativa vias de promog¢do do crescimento, que sdo normalmente
deflagradas por sinais derivados das células T. Portanto, a LMP 1 pode induzir tanto o
crescimento quanto a sobrevida das células B infectadas. Além disso, o gene EBNA 2

codificado pelo EBV transativa varios genes do hospedeiro, incluindo ciclina D € membros
da familia sv¢ (KNECHT et al 1997), além de também ativar a transcri¢do da LMP 1.

O linfoma T/NK nasal apresenta numerosas células linfoides EBV positivas,
que podem ser detectadas através da técnica de hibridizagdo in situ com sondas de
oligonucleotideos para RNA EBV-codificado (EBER 1). Além do linfoma nasal T/NK,
outros linfomas nio Hodgkin sinonasais e, menos freqiientemente, de outros locais do trato
aerodigestivo superior podem também apresentar células EBER positivas. Contrastando
com o linfoma T/NK nasal CD 56 positivo, que € 100% EBER positivo, apenas 44% dos
linfomas T nasais CD 56 negativos e 10% a 60% dos linfomas B nasais/ nasofaringeos tem
sido relatados como EBER positivos (WEISS et al 1992, CHAN et al 1994). A positividade
encontrada para o EBV nos linfomas nfo Hodgkin do anel de Waldeyer € ainda menor
(0 2 20%) (WEISS et al 1992, CHAN et al 1994).

Introducdo
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Outros tumores nos quais o EBV participa da patogénese sdo: a forma Africana
do linfoma de Burkitt, os linfomas de células B em individuos imunossuprimidos
(particularmente naqueles com infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ou
submetidos a transplante de 6rgdos), alguns casos de doenga de Hodgkin e carcinomas
nasofaringeos (linfoepitelioma nasofaringeo). Além do carcinoma nasofaringeo, também se
tem demonstrado a presenga do EBV em carcinomas que sdo morfologicamente
semelhantes ao nasofaringeo (linfoepitelioma — simile), porém se encontram em outros

orgdos, tais como o estdmago e timo.

Introducdo
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2. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO
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Os linfomas sinonasais representam um subtipo distinto de linfomas
extranodais da cabega e pescogo. Estes linfomas sdo subdivididos conforme o fenétipo em
de células B, células T e, mais recentemente, células NK (natural killer). O linfoma B
predomina nos Estados Unidos e Europa. O fenétipo T/NK € o linfoma sinonasal mais
comum na Asia e em areas das Américas do Sul e Central, sendo que o Peru e a Guatemala
mostram forte predominancia deste fen6tipo. Nestes dois paises, foi relatado que a maioria
dos pacientes com linfoma T/NK era descendente de amerindios (populagdo indigena
endégena no Peru e descendentes dos Maias na Guatemala), o que apoia a hipdtese de
predisposicdo racial para essa doenga. Além disso, recentemente, foi proposto que o
linfoma T/NK nos paises ocidentais poderia ser menos agressivo quando comparado com
aquele da Asia.

Os seguintes pontos estimularam-nos a determinar o imunofenétipo e os
aspectos clinicos - patolégicos dos linfomas que comprometem a regido medial da face
(incluindo nariz, seios paranasais, palato, orofaringe e nasofaringe) numa populagao

brasileira:

a) a populacdo brasileira tem origem étnica diferente daquela de outros paises

latino-americanos

b) a incidéncia do linfoma de células T/NK nao tem sido estudada entre

brasileiros

¢) o comportamento do linfoma T/NK nio tem sido analisado na América

Latina.

Justificativa do Trabalho
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3. OBJETIVOS DO TRABALHO




Determinar a freqiiéncia do linfoma de células T/NK na regido medial da
face

Verificar o comportamento clinico do linfoma de células T/NK

comparando-o com o linfoma de células B da mesma regido

Verificar a distribui¢do racial do linfoma de células T/NK comparando-o

com o linfoma de células B da mesma regido

Objetivos do Trabalho
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4. CASUISTICA E METODOS



SELECAO DOS CASOS

Os arquivos do Departamento de Anatomia Patolégicé da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP foram revistos no periodo de 1988 - 1999, tendo sido
separados todos os casos codificados como linfoma ndo Hodgkin ou grénuloma letal da
linha média ou reticulose polimérfica, que comprometiam a regido medial da face, ou seja,
nariz, seios paranasais, palato, orofaringe e nasofaringe. Estes casos foram revistos €
classificados conforme as classificacdes Kiel ¢ REAL para linfoma, bem como pelos
critérios do Grupo de Estudo Internacional de Linfoma para os linfomas nasais de células
T/NK (JAFFE et al, 1996).

Foram determinados os sitios anatdmicos, tipo histologico e imunofenétipo do
tumor e a origem racial dos pacientes. Os aspectos clinicos, estadiamento (realizado pela
tomografia computadorizada da regido facial e abdome, radiografia do térax e bibpsia da
medula 6ssea) e resposta a terapia foram revisados. Foram determinados o estadiamento de
acordo com a Ann Arbor Convention e o indice progndstico internacional (IPI)
(SHIPP, 1993). Todos os pacientes foram tratados no Centro de Hematologia da
Universidade Estadual de Campinas, tendo sido usado os regimes: CHOP-Bleo ou o
VACOP-B com ou sem radioterapia de campo envolvido (regidio sinonasal e anel de
Waldeyer). Foram avaliados a presenca de remissdo completa e o tempo de sobrevida.

A analise de sobrevida foi realizada pelo método de Kaplan-Meier.

Adicionalmente, também foram obtidos, do mesmo arquivo de patologia
cirargica do mesmo hospital, blocos de parafina de bidpsias de lesdes ndo neoplasicas do
nariz (6 casos) e do palato (6 casos), 50 adentides e 25 amigdalas com a finalidade de

investigar a freqiiéncia da presenca de EBV nos linfocitos.

MICROSCOPIA OPTICA

Em todos os casos as laminas coradas por hematoxilina e eosina de uma ou

mais biopsias foram examinadas, assim como as laminas das recidivas.

Casuistica e Métodos
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IMUNOISTOQUIMICA

Em todos os casos foram realizadas coloragdes imunoistoquimicas para
CD45RO (UCHL - 1, célula T, Dako Corp) e CD 20 (L -26, célula B, Dako Corp).
Nos casos em que havia quantidade suficiente de tecido em parafina para outra coloragoes
imunoistoquimicas foram usados os seguintes anticorpos: CD3 (T3e, célula T, Dako Corp),
CD8 (T supressor-citotoxico, Dako Corp), CD56 (células NK, Novocastra, Newcastle),
NKI (simile célula natural Killer anti-humano, Dako Corp) e lisosima (Dako Corp).
As coloragdes imunoistoquimicas foram realizadas conforme descrito previamente com o

uso da técnica en visiom peroxidase, conforme descrito abaixo.

Conforme o seguinte protocolo.

1. Desparafinizagdo dos cortes histologicos com 3pm de espessura, do material
incluido em parafina e colocados em ldminas silanizadas (3-aminopropyl-
triethoxy-silane-SIGMA), e deixados por 1 h em estufa a 100°C.

2. Passagem em xilol a 100°C

3. Duas passagens em xilol (60°C e temperatura ambiente).

4. Seis passagens em etanol (100%, 100%, 70%, 50%).

5. Lavagem das ldminas em agua corrente ¢ destilada.

6. Bloqueio da peroxidase endogena com H,O; a 10% (3x3 minutos ).
7. Incubagdo em tampdo citrato 10mM, pH 6,0 (microondas).

8. Lavagens das ldminas em dgua corrente e destilada.

9. Solug#o salina tamponada pH 7.6 com fosfatos (PBS).

10. Incubagio com anticorpo primario, diluido em titulo estabelecido em
tampdo PBS contendo albumina bovina BSA a 1% (SIGMA), em camara
tmida (16 a 18 horas) a 4°C

Casuistica e Métodos
24



11. Lavagem em tampéo PBS.
12. Incubagdo das ldminas em solugdo en visiom (Dako K 1498).

13. Lavagem em tampao PBS.

14. Incuba¢do das laminas em solugdo substrato cromégeno:
3,3 Diaminobenzidine  Tetrahydrochloride (DAB) 60mg (SIGMA);
Dimetilsulféxido (DMSO) 1ml; H>O, a 30% (agua oxigenada 20 volumes)
0.5ml, PBS 100ml (Smin, 37°C, ao abrigo da luz).

15. Lavagem das laminas em agua corrente e destilada.
16. Contracorar com hematoxilina de Meyer.

17. Imersdo em agua amoniacal (solugdo de hidréxido de aménio a 0.5%),

lavando em seguida em agua corrente e destilada.

18. Desidrata¢do das laminas (3 passagens em etanol absoluto e passagens em

xilol).

19. Montagem das ldminas.

HIBRIDIZACAO IN SITU

A hibridizag3o in situ foi realizada em sec¢des de parafina de tecidos fixados
em formalina utilizando-se uma sonda de oligonucleotideo para RNA EBV-codificado
(EBER-1) (kit HIS sonda EBV, Novocastra) nos linfomas comprometendo a regido medial
da face, nas biopsias de lesdes ndo neoplasicas do nariz e palato e no tecido linféide das
amigdalas e adendide. A analise das células positivas foi semiquantitativa, sendo
considerado: 0 = nenhuma célula reativa, + = < 20% de células positivas, ++ =20 a 80% e
+++ > de 80%.
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A hibridizagio "in situ" foi realizada conforme o seguinte protocolo:
1. Desparafinizagdo dos cortes em xilol, 2x3 minutos.
2. Hidratagdo em etanol 99%, 2x3 minutos.
3. Hidratagdo em etanol em 95%, 2x3 minutos.
4. Imersao em agua por 3 minutos.

5. Incubagdo dos cortes em 100 pl de proteinase k em tampdo Tris-HCL 0,05M
pH 7.6, por 10 a 15 minutos a 37°C.

6. Imersdo em agua 2x3 minutos.

7. Desidratagdo em etanol 95% por 3 minutos.
8. Desidrata¢io em etanol 99% por 3 minutos.
9. Secagem do corte ao ar.

10. Aplicagdo de 20 pl de sonda, cobrindo-se os cortes em laminula,

deixando-se por toda a noite a 37°C (cerca de 16 horas).
11. Retirada das laminulas delicadamente com tampa@o.

12. Lavagem em tampdo 0,05 M Tris-HCL-0,3 M NaCl, pH 7,6 (TBS), com
0,1% de Triton X-100, 3x3 minutos.

13. Aplicagdo de 100ul de tampdo TBS, com soroalbumina bovina (BSA) a 3%,

0,1% de Triton X-100 e 20% de soro normal de coelho, por 10 minutos.

14. Retirada do excesso de soro normal e, sem lavagem, aplicagdo de anticorpo
anti-fluorosceina diluido a 1:150 em tampao TBS com BSA 3% e Triton
X-100 a 0,1%; incubagéo por 30 minutos.

15. Lavagem dos cortes em tampao TBS por 2x3 minutos.
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16. Lavagem dos cortes em tampao do substrato da fosfatase alcalina pH 9,0

por 5 minutos.

17. Incubagio com substrato da fosfatase alcalina (BCIP-NBT, 5-bromo-4-
chloro-3-indolylphosphate e nitroblue tetrazolium), preparado a 1:50 em
tampdo Tris-HCL 100 mM, mais MgCL, S0mM, NaCl 100mM, pH 9,0,
mais 1pl de Levamisole (inibidor da fosfatase alcalina) para cada ml de
substrato; incubar por toda noite (cerca de 16 horas) a temperatura

ambiente.
18. Lavagem em agua corrente por S minutos.
19. Contra-coloragdo com hematoxilina de Meyer por um minuto.
20. Passagem em agua amoniacal por segundos

21. Montagem no meio aquoso.

Casuistica e Métodos
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5. RESULTADOS
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Foram identificados nos nossos arquivos 28 linfomas nio Hodgkin (LNH)
comprometendo a regido medial da face. Destes casos foram excluidos trés pela quantidade
insuficiente de material para permitir exame imunoistoquimico. Portanto, o presente estudo
contém 25 pacientes, sendo que 16 apresentavam LNH de células T e 9 linfomas de células
B (tabela 1).0s linfomas sinonasais foram os mais freqiientes - 14 casos (56%) e os
restantes ocorreram no palato duro e mole (7- 28%), nasofaringe (3 - 12%) e orofaringe
(1-4%). Todos os linfomas de células T (16 casos) eram pleomorficos de células médias e
grandes, de acordo com a classificagdo de Kiel. Baseado no imunofenétipo € na associagao
com o EBV, 13 dos 16 casos foram diagnosticados como linfoma de células T/NK e
3 casos foram considerados consistentes com linfoma de células T/NK. Nestes ultimos, a
histologia era tipica de linfoma de células T/NK e, adicionalmente, os antigenos de células
T foram detectados nas secgdes de parafina (tabela 1). Os aspectos clinicos e a resposta a

terapia estdo descritos na tabela 2.
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Tabela 1: Imunofenétipo e analise do EBV em linfomas comprometendo a regido medial

da face.

Linfomas N EBV CD56 NK1 CD3 CD45RO CD8 CD20 Tumor

local
1 +H+ - i+ ++ ++ o Nariz
2 +++ ++ - +++ ++ - - Nariz
+4++ + 5 o+ e + - Nariz
4 +H+ - 4+ ++ + - Nariz
3 ++ + - + ++ - . Palato
6 ++ ++ - ++ ++ + - Nariz
7 ++ ++ - ++ + + - Palato
T 8 ++ +++ - + ++ + - Nariz
9 ++ ++ = e + ++ - Nariz
10 +++ ++ - +4+ +++ + - Palato
11 +++ Lt - ++ ++ - - Nariz
12 +++ +++ - +4+ + + - Nariz
13 +++ + - ++ ++ - - *Faringe
14 NF NF NF +++ NF NF Nariz
15 NF NF NF NF 4+ NF NF Palato
16 NF NF NF NF +++ NF NF Nariz
17 - - - - - - +++ Seio
Maxilar
18 - - - - E; = A Seio
Maxilar
B 19 - - - = - - ot Seio
Maxilar
20 - - - s g & ++ *Faringe
o s . X - - H *Faringe
22 . . - - - - ++ **Faringe
23 - - - - - - ++ Palato
24 NF NF NF NF NF NF ++ Palato
25 NF NF NF NF NF NF +++ Palato

+ = <20% de células neopldsicas, ++ = 20 to 80% e +++=>80%
NF —ndo feito  * Nasofaringe  ** Orofaringe
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Tabela 2: Aspectos clinicos dos pacientes.

T/NK B
Idade (média) 49 (29-78) 56 (27-85)
Sexo (M/F) 9/4 3/6
Estadiamento de Ann Arbor
[ 8 2
11 0 3
Il 3 2
v 2 2
IPI
Baixo risco 8 4
Intermerdiério baixo 4 4
Intermermedigio alto 1 1
Alto risco 0 0
Tratamento
CHOP-bleo 6 5
VACOP-B 7 E
RXT 8 4
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Figura 1: Curva de sobrevida dos linfomas T/NK e dos linfomas B da regifo medial da

face.
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Figura 2: Linfoma nasal de células T/NK. Observar a invasdo vascular pelas células

linfoides atipicas ( HE x 330).
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Figura 3: Linfoma nasal de células T/NK. As células liféides atipicas sdo CD 56 positivas

(imunoistoquimica — técnica complexo avidina-biotina).
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Figura 4: Linfoma nasal de células T/NK. Observar as numerosas células linfoides EBV

positivas (hibridiza¢d@o "in situ", sonda RNA EBV-EBER-1).
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LINFOMA DE CELULAS T / NK (16 CASOS)

O tumor estava localizado predominantemente na cavidade nasal em 11 casos e
o restante no palato (4 casos) e nasofaringe (1 caso). Entre estes pacientes, 92% foram
definidos como brancos, 1 como mestigo (pardo) e no restante esta informacdo ndo foi
obtida.

Os aspectos clinicos foram avaliados em 13 pacientes. A idade média foi 49
anos ¢, de acordo com o estadiamento Ann Arbor, 8 pacientes apresentavam doenga
localizada. Os linfonodos estavam comprometidos em somente 1 caso, o bago aumentado
em 2 casos € a medula 0ssea comprometida em 1 caso. A maioria dos pacientes
apresentavam baixo risco conforme o IPI. Houve remissdo completa apos quimioterapia em
5/13 dos linfomas de células T/NK. A curva de sobrevida (Figura 1) ndo mostrou nenhuma
tendéncia a cura quando comparado com o linfoma de células B, porém diferenca ndo foi
estatisticamente significante. A pior sobrevida do linfoma de células T/NK foi

principalmente devido a recidivas e resisténcia a quimioterapia.

Morfologicamente, todos os casos mostravam um infiltrado difuso constituido
por uma populagdo polimérfica de células neoplasicas. As células linféides atipicas
variaram de pequenas a células intermedidrias e grandes, com nicleo indentado e
citoplasma claro. A proporgdo de células pequenas, intermedidrias e grandes variou de
casos a caso e, de permeio as células neoplasicas, havia freqiientemente células
inflamatérias, incluindo linfécitos, plasmocitos, histiocitos e neutréfilos. Em trés casos, o
infiltrado inflamatério era proeminente, de tal modo que o linfoma assemelhava-se a
processo inflamatério cronico. Foram observados necrose focal ou confluente em 14 casos
(87,5%) e angioinvasdo em 10 (62,5%) (Figura 2). Em 13 casos pode ser aplicado o painel
imunoistoquimico e os resultados deste estudo imunofenotipico e da detecgdo do EBV pela
hibridizagdo in situ estdo na tabela 1. Em todos os casos, as células neoplasicas foram
positivas para CD45RO, CD3 e CD56 (Figura 3). CD8 foi positivo em 9 casos e NKI foi
negativo em todos. Em todos os 13 casos foi detectada uma grande proporgdo de células

neoplasicas vidveis EBV positivas. (Figura 4).
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LINFOMA DE CELULAS B (9 CASOS)

Entre os pacientes com linfoma de células B, 5 foram definidos como brancos e

no restante essa informagdo ndo foi obtida.

A idade média foi de 52 anos e, comparados com o linfoma T/NK, o linfoma B
apresentava doenga mais avangada. O tumor estava localizado nos seios paranasais
(3 casos). palato (3 casos), nasofaringe (2 casos) e orofaringe (1 caso). Outros locais do
trato aerodigestivo estavam comprometidos em 3 casos, linfonodos em 2 casos ¢ medula
Ossea em 1 caso. Remissdo completa apés quimioterapia foi obtida em 5/9 pacientes.
Houve uma tendéncia para sobrevida longa em alguns pacientes, porém ndo foi

sinificantemente melhor do que aquela do linfoma de células T/NK (Figura 1).

Os linfomas de células B eram centroblasticos, conforme os critérios de Kiel, e
difuso de grandes células B, pela classificagdo REAL. Todos os linfomas eram CD20
positivos € os pequenos linfocitos que o infiliravam em quantidades variaveis eram
positivos para CD3, CD45RO ou CD8. Células EBV positivas foram encontradas em

apenas 1 caso.

TECIDOS NAO NEOPLASICOS

Entre os 25 casos em que as amigdalas foram examinadas, a idade média foi de
5,6 anos (2 - 14), para as 50 adenoides 6,6 anos (2 - 13) e para as 12 lesdes inflamatérias do
palato e nariz 42 anos (2 - 71). Nas amigdalas, o EBV foi detectado em alguns pequenos
linfocitos (< 10% das células) em 10 casos (40%) e nas adendides em 36 das 50 (72%),
também em pequena quantidade de células (< 10%). Em nenhuma das biopsia de lesGes

inflamatérias do palato e nariz foram encontradas células EBV positivas.
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No presente estudo foram encontrados dois fenétipos de linfomas envolvendo a
regido medial da face: linfoma de células T/NK, que foi o mais comum, e linfoma de
grandes células B. O linfoma T/NK comprometeu predominantemente a cavidade nasal,
enquanto que os linfomas de células B estavam localizados nos seios paranasais, palato,

nasofaringe e orofaringe.

Atualmente, o linfoma T/NK nasal é considerado uma entidade distinta.
No passado, os linfomas nio B da cavidade nasal eram, simplesmente, considerados uma
forma comum de linfoma T periférico. Estes linfomas também foram agrupados sob o
conceito unificador de "lesdo imunoproliferativa angiocéntrica” e considerados semelhantes
a granulomatose linfomatdide pulmonar (que € atualmente admitida ser uma forma de
linfoma B rico em células T e EBV positivo). Nas ultimas duas décadas, os estudos sobre o
"linfoma T nasal" mostraram suas caracteristicas peculiares, tanto clinica (lesdo destrutiva
da regido medial da face), como patolégica (crescimento angiocéntrico, apoptose
proeminente, necrose coagulativa), imunolégica (CD3 de superficie negativo, CD3
citoplasmatico positivo, CD 56 positivo) e molecular ( genes TCR da linhagem germinativa
e EBV positivo), o que determinou o reconhecimento do linfoma T/NK nasal como uma

forma distinta de linfoma.

Histologicamente, no linfoma de células T/NK, o tecido mucoso apresenta-se
freqiientemente ulcerado e com um infiltrado denso de células linféides anormais.
Grandes areas de necrose s3o comuns € comprometem tanto o tecido tumoral como o
normal (CHAN, 1998 ,CHAN et al, 1987 ¢ CHAN , 2000). O espectro citologico do
linfoma de células T/NK ¢é amplo. Em alguns casos ha predominio de células pequenas,
com nucleo irregular, contendo cromatina densa ou granular e nucléolo pouco evidente,
enquanto que em outros predominam células de tamanho médio com nicleo irregular e
nucléolo distinto ou sfo ricos em células grandes, com micleo vesicular e nucléolo evidente
ou podem ter populagdo celular mista. Freqiientemente as células tumorais apresentam
moderada quantidade de citoplasma claro e células inflamatérias e corpos apoptéticos sao
comuns de permeio a elas. O epitélio escamoso da superficie pode apresentar intensas
alterages reacionais, como por exemplo, hiperplasia pseudocarcinomatosa exuberante, que

deve ser diferenciada de carcinoma epiderméide. Além disso, as glandulas seromucosas da
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regido mostram-se com aspecto claro, provavelmente devido a efeitos citopaticos das
moléculas citoliticas liberadas pelas células do linfoma. Tanto o epitélio da superficie como
das glandulas sdo, ndo raro, infiltrados pelas células do linfoma. Outro aspecto comum
neste tumor € o crescimento angiocéntrico e angioinvasivo, sendo que as células
neoplasicas concentram-se em torno e dentro dos vasos sanguineos, com infiltragio e

destrui¢do de sua parede.

Entre os asidticos e em certas dreas da América do Sul e Central, a grande
maioria dos linfomas que comprometem a cavidade nasal sdo de células T/NK - Peru 78%
(ARBER et al 1993), Guatemala 88% (VAN DE RIJIN et al 1997 ) e Asia 90%
(NG et al 1986, LI et al 1998), enquanto que nos Estados Unidos e Europa a freqiiéncia ¢
menor. Recentemente, em um estudo do Hospital Geral de Massachusetts, 58% dos
linfomas nasais eram T/NK ou de linhagem T (QUADRA GARCIA, 1999). No nosso
material encontramos 25 linfomas que comprometiam a regido medial da face, sendo que
16 pacientes tinham linfoma de células T/NK e 9 linfoma de células B. Os 16 casos de
linfoma T/NK apresentavam a seguinte distribui¢cdo, quanto ao sitio anatémico - 68,7% no
nariz, 25% no palato e 6,2% no nasofaringe. Entretanto, quando consideramos apenas os
linfomas originados na cavidade nasal, todos (100%) eram linfomas de células T/NK.
Os linfomas de células B (9 casos) acometiam os seios paranasais (33% dos casos),
palato (33%), nasofaringe (22%) e orofaringe (11%).

No Peru e Guatemala, paises onde o linfoma de células T/NK € o fenétipo
predominante na regido sinonasal, o tumor acomete principalmente descendentes dos
amerindios e, mais raramente, os mesti¢os, sugerindo uma predisposi¢do étnica para esta
doenca (ARBER et al 1993, VAN de RIJIN et al 1997). Em contraste, nos nossos ¢asos,
92% dos pacientes com linfoma T/NK foram definidos como brancos e somente um como
mesti¢co (pardo). Entretanto, é necessdrio ressaltar que o Brasil € uma das popula¢des mais
heterogéneas no mundo, como resultado de cinco séculos de cruzamentos inter-étnicos
entre pessoas de trés continentes, ou seja, colonizadores Europeus, escravos Africanos e
Amerindios (ALVES SILVA et al 2000). Um estudo recente mostrou que, no Brasil, entre
pessoas que se autodefinem como brancas, a contribuicio relativa de Europeus,

Amerindios/Asidticos e Africanos sdo semelhantes (respectivamente 39%, 33%, 28%)
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(ALVES SILVA et al 2000).Baseado nesses achados, é provavel que a maioria dos nossos
pacientes definidos como brancos seja, na verdade, mestica Europeu com Amerindio ou
descendente Africano. Portanto, embora nossa populagdo com linfoma de células T/NK
tenha caracteristicas raciais diferentes daquelas de outros paises latino-americanos, a nossa
freqiiéncia de linfoma T/NK na regido sinonasal € alta (78.5% - 11/14) e semelhante aquela
observada no Peru (linfoma T/NK 78.5%) e na Guatemala (linfoma sinonasal 52% e
linfoma T/NK 88%) (ARBER et al 1993, VAN DE RIJIN et al 1997). Além disso, a
distribui¢do racial dos nossos pacientes com fenétipo T/NK foi semelhante aquela
encontrada no linfoma de células B. Estes nossos achados ndo apoiam a hip6tese que, na
nossa populagdo, a origem étnica tenha um papel chave no desenvolvimento do linfoma
T/NK nasal. Provavelmente, fatores ndo étnicos do hospedeiro e/ou ambientais, os quais
poderiam estar ligados ao nivel socio-econdmico da populagéo possam estar envolvidos na
patogénse do linfoma de células T/NK nasal. Como virtualmente todos os linfomas de
células T/NK nasal estdo associados com o EBV, é possivel que a alta freqliéncia de
infecgdes pelo EBV numa idade precoce em paises menos desenvolvidos tenha papel na
patogénese deste linfoma. Nestes paises, a soroconversio geralmente ocorre na primeira
década da vida, de tal modo que 90% da populagdo jovem adulta ja se encontra, infectada
(ANAGNOSTOPOUTOS et al, 1996). Um achado interessante do nosso trabalho foi a
detecgdo de células EBV positivas numa alta porcentagem de adenoides de criangas, éendo
que esta freqiiéncia foi mais alta do que aquela observada em amigdalas num grupo etério
semelhante. Estes achados estdo de acordo com a observagéo que linfécitos B derivados de
adenodides sdo infectados eficientemente pelo EBV e proliferam muito mais rapidamente do
que qualquer outro tipo de célula B (ZEIDLER ET AL, 1996). Os linfécitos B da adendide
mostram altas concentracdes de moléculas de adesdo e CD 21 (receptor do EBV) e,
portanto, podem servir como um reservatério para o virus (ZEIDLER ET AL, 1996).
Contrastando com as adendides, ndo encontramos linfécitos EBV positivos nas lesdes
inflamatérias do nariz e palato. Neste contexto, a hibridiza¢do in situ com EBER 1/2 pode
ser muito util no diagnéstico diferencial entre lesdo inflamatéria nasal e linfoma de cé€lulas
T/NK (GAAL ET AL, 2000). No nosso meio, a leishmaniose mucocutanea (causada pela
Leishmania braziliensis) é comum e os aspectos tanto clinicos como histologicos desta

infec¢do podem ser muito semelhantes aos do linfoma de células T/NK nasal.
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Quanto aos aspectos clinicos do linfoma T/NK, este tem sido descrito
ocorrendo principalmente em adultos, com a idade média de 53 anos, preferencialmente em
homens (relagdo M / F de aproximadamente de 3:1) e acometendo predominantemente a
cavidade nasal ou nasofaringe e, mais raramente, outros sitios, tais como, palato, amigdalas,
cavidade oral e lingua (CHAN, 1998, CHEUNG et al, 1998, CHAN et al, 1987 ¢ WONG
et al, 1992).

Nos nossos casos, todos os pacientes eram adultos, com a idade média de
49 anos (29 - 78 anos) e a maioria homens - M/ : 9/4. Entretanto, quanto a localizagdo, nos
nossos casos, embora o sitio preferencial no nariz seja semelhante ao descrito, a ordem de
acometimento dos outros locais foi diferente, sendo que o palato foi mais acometido do que
o nasofaringe. O linfoma de células T/NK, além de comprometer a cavidade nasal,
freqiientemente se estende, em intensidade varidvel, para os seios paranasais, oOrbita,
cavidade oral, palato e orofaringe, formando grandes leses ulcerativas e destrutivas, as
quais foram anteriormente denominadas de "doenga destrutiva médio facial" e "granuloma
letal da linha média". Por esse motivo, nos casos mais extensos, torna-se dificil determinar
o sitio de origem da neoplasia, provavelmente confundindo-se, por exemplo, as lesSes que

se iniciaram no nariz com aquelas do palato.

Nos casos relatados na Asia a maioria dos pacientes encontravam-se€ nos
estagios I/l da doenga, a qual apresentava-se comportamento clinico varidvel, com alguns
pacientes aparentemente curados pela radioterapia, porém outros com recaida precoce local
ou sistémica, apesar do tratamento agressivo (CHEUNG et al, 1998 e KWONG et al, 1997).
A pele, figado, trato gastrointestinal e testiculo sdo os sitios preferenciais de disseminagdo
sistémica. A remissio completa ¢ em torno de 55% e a sobrevida de 5 anos € somente de
30 a 40%. (CHEUNG et al, 1998 ¢ KWONG et al, 1997). Entretanto, numa série
recentemente relatada pelo Massachusetts General Hospital, os pacientes com linfoma de
células T/NK apresentaram progndstico relativamente bom, com 73% sem evidéncia de
doenga, tendo sido sugerido, pelos autores, que o linfoma de células T/NK poderia ter um
comportamento menos agressivo no Ocidente (Quadra-Garcia 1999) do que no Oriente.
Nos poucos estudos sobre o linfoma de células T/NK na América Latina ndo hé referéncias
sobre 0 comportamento clinico do tumor. (ARBER et al, 1993 e VAN de RIJIN et al,

1997). Os nossos achados sobre a evolugdo clinica do linfoma de células T/NK foram
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semelhantes aqueles descritos na Asia, mostrando ser esta neoplasia uma doenga com
comportamento agressivo. Embora em metade dos pacientes a doenga estivesse localizada
no momento do diagnéstico, a curva de sobrevida ndo mostrou nenhuma tendéncia a cura,
quando comparada com a do linfoma de células B localizado na mesma regido. Entretanto,
deve-se ressaltar, que apesar desta tendéncia a um comportamento mais agressivo do
linfoma de células T/NK em relagdo ao linfoma de células B, essa diferenca ndo foi
estatisticamente significante. Isto pode ser devido ao pequeno nimero de pacientes

estudados na presente série.
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7. CONCLUSOES
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1 - Na nossa populagdo, o linfoma de células T / NK € o linfoma mais comum
da regido medial da face (64%), seguido pelo linfoma de grandes células B

(36%) e corresponde a 78,5% dos linfomas sinonasais.

2 - O linfoma de células T / NK da regido medial da face apresenta
comportamento agressivo e semelhante ao que tem sido descrito na Asia,
com sobrevida pior que a do linfoma de células B da mesma regido,

embora a diferenca ndo seja estatisticamente significante.

3 - Nio foi encontrada nenhuma associa¢do racial clara com o linfoma de

células T / NK, como tem sido reportado no Peru, Guatemala e EUA.
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Nasal T/NK-cell lymphomas are highly associated with Epstein-Barr virus
(EBV). They are more frequent in Asia than in Western countries. In Central and South
America there are few studies about nasal T/NK-cell lymphoma and they have shown a
strong predominance of this phenotype in Native American descents, supporting the
hypothesis of a racial predisposition for the disease. We studied the lymphomas involving
midline facial region at a brazilian institution. T/NK cell lymphomas (16/25) were more
frequently found compared to B lymphomas (9 cases, all B large cell). T/NK cell
lymphomas involved predominantly the nasal region. Histologically they showed
angioinvasion and necrosis. All of them were positive for CD3 and CD56 and showed
numerous tumor cells labelled by EBER-1. Although disease was localized in 61% at
diagnosis, there was no tendency to cure. The racial distribution of patients with T/NK-cell
phenotype was similar to that found in B-cell lymphomas. EBV was more frequently found
in adenoids than in palatine tonsils. In inflammatory lesions of the nasal and palatal regions
EBV was not found. In the present study the relative frequency of T/NK versus B cell
sinonasal lymphomas was high and similar to that observed in other Latin American
countries. However, there was not any racial association with T/NK-cell phenotype and the
tumor showed an agressive behavior similar to that reported in Asia. The high frequency of
EBV-positive lymphocytes in nasopharyngeal lymphoid tissue (adenoids) suggests that

they could serve as a reservoir for the virus.

Summary
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