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RESUMO

Silva CAM. Caracterizacdo da expressdo proteica por imuno-histoquimica de
genes relacionados a alteracbes no cromossomo 9p em linfoma de grandes
células B primario do mediastino e sua relacdo com marcadores de proliferacdo

e ciclo celular. Sao Paulo; 2015. [Tese de Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

O linfoma de grandes células B primario mediastinal timico (LBPM) possui
alteracOes genéticas particulares, dentre as quais, amplificacdo da regido
cromossomica 9p. Recentes estudos correlacionam a patogénese do LBPM alguns
genes (JMJD2c, SOCS1, STAT6, JAK2 e PDLI1) associados direta ou indiretamente
a esta regido cromossOmica. Estes sdo responsadveis por ativarem ou bloquearem
diversas vias de sinalizagdo que promovem aumento da atividade proliferativa
celular e/ou escape a mecanismos imunes de defesa do hospedeiro, originando
fendmenos oncogénicos. O objetivo deste estudo foi avaliar a expressao proteica por
imuno-histoquimica de genes relacionados a alteragdes cromossdmica no 9p e
correlaciond-las a expressdo de marcadores relacionados a proliferacdo e ciclo
celular, bem como a parametros clinicos e evolutivos. Para tanto, avaliamos 63
pacientes procedentes de 5 institui¢des do Estado de Sdo Paulo diagnosticados no
periodo de 1975 a 2011. Expressao de JAK2 (p=0,0009), PDL1 (p=0,0007) e pl16
(p=0,0058) bem como estadio clinico agrupado (p=0,0015) e IPI (p<0,0001), foram
fatores prognoésticos relacionados a melhor sobrevida global. Concluimos que a
utilizacdo destes parametros poderdo estratificar grupos prognosticos e terapéuticos
em LBPM e que o p16 ¢ um biomarcador robusto em LBPM. Destacamos também o
papel da imuno-histoquimica como ferramenta auxiliar acessivel para detec¢do da
expressdo de JAK2 e PDLI1, selecionando pacientes que poderdo eventualmente ser

beneficiados com terapias alvos / imunoterapia.



SUMMARY

Silva CAM. [Characterization of protein expression by immunohistochemistry
of genes related to changes in chromosome 9p in primary mediastinal large B-
cell lymphoma and its relationship with proliferation markers and cell cycle].

Sao Paulo; 2015. [Tese de Doutorado-Fundag¢dao Antonio Prudente].

Thymic primary mediastinal large B-cell lymphoma (LBPM) has particular genetic
changes, among which, amplification of chromosome 9p region. Recent studies
correlate some genes (JMJD2c, SOCS1, STAT6, JAK2 and PDLI1) directly or
indirectly related to this chromosome region to the pathogenesis of LBPM. These are
responsible for activating or blocking several signaling pathways that result in
increased cell proliferative activity and / or escape the immune defense mechanisms
of the host, leading to oncogenic phenomena. The objective of this study was to
evaluate the protein expression by immunohistochemistry of genes related to
chromosomal alterations in 9p and correlates them the expression of markers related
to proliferation and cell cycle as well as clinical and outcome parameters. Therefore,
we evaluated 63 patients coming from 5 institutions of the State of Sdo Paulo
diagnosed from 1975 to 2011. Expression JAK2 (p = 0.0009), PDL1 (p = 0.0007)
and p16 (p = 0.0058 ) grouped clinical stage (p = 0.0015) and IPI (p <0.0001) were
prognostic factors related to better overall survival. We conclude that the use of these
parameters can stratify prognostic and therapeutic groups in LBPM and that p16 is
robust biomarker in LBPM. We also highlight the role of immunohistochemistry as a
useful auxiliary tool for the detection of JAK2 and PDL1 expression by selecting

patients who may eventually benefit from targeted / immunotherapy therapies.
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1 INTRODUCAO

1.1  ASPECTOS GERAIS E HISTORICO

Na ultima classificagdo de tumores hematopoiéticos da World Health
Organization Classification of Tumours - WHO (JAFFE et al. 2008), o linfoma de
grandes células B primario mediastinal timico (LBPM), com codificagdo 9679/3,
corresponde a uma entidade clinicopatolégica com localizacdo mediastinal primaria e
evidéncias de origem a partir de um linfécito B da zona medular do timo,
distinguindo-se do linfoma difuso de grandes células B sistémico sem outra
especificagdo (LDGCB) através de caracteristicas clinicas, imunofenotipicas e
genotipicas peculiares (GAULARD et al. 2008; JOHNSON et al. 2008). Estudos
recentes de expressdo génica apontam, de forma surpreendente, semelhangas entre o
LBPM e o linfoma de Hodgkin classico (LHC) (SHIPP et al. 2002; SAVAGE et al.
2003; SAVAGE 2006). Acometem preferencialmente adultos jovens (mediana de
idade 35 anos), predominando no sexo feminino (2:1) e alguns estudos mostram que
a sobrevida pareada por idade em 5 anos chega a 65%. O LBPM perfaz 2%-4% dos
linfomas Nao Hodgkin e representa cerca de 5% de todos os linfomas agressivos
(CAZALS-HATEM et al. 1996; GAULARD et al. 2008; JOHNSON et al. 2008;
STEIDL e GASCOYNE 2011; DABROWSKA-IWANICKA e WALEWSK 2014).

A origem a partir de uma célula B timica para o LBPM foi baseada na
localiza¢ao do tumor, frequente auséncia de envolvimento nodal, presenca de tecido

residual timico em alguns casos e a caracterizacdo de uma populagdo de células B



CD21 negativas no tecido normal timico, estas imputadas até hoje como as células
originarias do LBPM (ADDIS e ISAACSON 1986; MENESTRINA et al. 1986;
ISAACSON et al. 1987).

Os primeiros relatos para esta entidade datam da década de 1980, quando
LICHTENSTEIN et al. (1980) descreveram alguns casos como parte de um grupo
heterogéneo de linfoma primario mediastinal, incluindo, por exemplo, casos de
linfoma T. Os casos eram morfologicamente descritos como de grandes células e
com padrio difuso. Na época, a classificacdo era heterogénea sendo chamados de
linfoma do centro germinativo de células clivadas e ndo clivadas ou linfoma
centroblastico ou linfoma imunoblastico com base nas classificagdes de
RAPPAPORT (1966), LUKES e COLLINS (1974), Kiel ¢ da Working Formulation
(DAVIS et al. 1990; Non-Hodgkin’s Lymphoma Classification Project 1982;
MARTELLI et al. 2008). Neste mesmo periodo, MOLLER et al. (1986, 1987 e
1989), relataram dificuldades em enquadrar estes casos dentro de algumas destas
classificagdes e propuseram classifica-los como linfoma de células claras primario
mediastinal. S6 em 1994, através da Revised European-American Lymphoma
Classification (REAL), é que estes casos foram incluidos como um subtipo de
linfoma de grandes células B, denominados linfoma de grandes células B primério
mediastinal (timico) (HARRIS et al. 1994). Em seguida, na primeira classificacdo de
tumores hematopoiéticos da WHO em 2001 (JAFFE et al. 2001), baseada na
publicacdo da REAL, estes foram chamados de linfoma de grandes células
mediastinal (timico), enquadrados dentro do grupo de neoplasias de células B
maduras. Na ultima classificagdo da WHO 2008 (JAFFE et al. 2008), novamente o

termo primario voltou a ser incluido na designagdo destes linfomas, demonstrando a



importancia da topografia para atual classificacdo das neoplasias hematologicas,
aliados aos achados clinicos, morfologicos, imuno-histoquimicos (IHQ) e genéticos

(GAULARD et al. 2008).

1.2 ASPECTOS CLINICOS

Os primeiros relatos para caracterizagdo clinica e importancia topografica no
LBPM, foram feitos por MILLER et al. (1981), quando ao descreverem um grupo de
107 casos, na época, chamados de linfoma histiocitico difuso, dos quais 14
apresentavam achados histoldgicos predominantes de esclerose. Destes, 7 casos
apresentavam comprometimento mediastinal predominante e apresentagdo clinica de
sindrome da veia cava. A associacdo com esclerose correlacionou-se a resisténcia a
radioterapia (RT) de alta voltagem e esquemas de quimioterapia (QT) na época
empregados. Em seguida, TRUMP e MANN (1982), levantaram 562 casos de
linfoma Nao Hodgkin no periodo entre os anos de 1970 e 1979 procedentes do Johns
Hopkins Hospital, Estados Unidos da América, dos quais 156 foram classificados
como linfoma histiocitico difuso. Destes, apenas 11 (aproximadamente 7%)
possuiam comprometimento mediastinal primdrio. Estes autores concluiram que o
comprometimento mediastinal era incomum em pacientes com linfoma ndo Hodgkin
quando comparado aos pacientes diagnosticados com linfoma de Hodgkin. Também
concluiram que estes pacientes apresentavam um pior prognostico, dos quais 08 dos
11 pacientes evoluiram ao 6bito mesmo com estadio clinico I ou II.

Hoje este grupo designado LBPM ¢ caracterizado por apresentar massa

mediastinal anterossuperior que, quando volumosa (bulky), frequentemente provoca



sintomas compressivos, como a sindrome da veia cava, ou invade estruturas
adjacentes como pulmio, pleura ou pericardio. Envolvimento sistémico, além do
torax, e estagio Ann Arbor III sdo incomuns ao diagnodstico inicial. Pode ocorrer
disseminagdo linfonodal locorregional (supraclavicular e cervical), sendo que o
acometimento da medula 6ssea, por defini¢do na WHO, ¢ ausente, com a ressalva de,
que quando esta ocorre, indicar que o processo linfoproliferativo corresponde
possivelmente a um LDGCB com acometimento mediastinal secundario
(GAULARD et al. 2008). Outros sintomas como rouquiddo, dispnéia, disfagia e
insuficiéncia respiratoria podem ocorrer (DAVIS et al. 1990; CAZALS-HATEM et
al. 1996; GAULARD et al. 2008; MARTELLI et al. 2008; STEIDL ¢ GASCOYNE
2011; DABROWSKA-IWANICKA ¢ WALEWSK 2014).

A progressdo e disseminacdo para outros sitios distantes, incluindo rim,
adrenal, figado ou sistema nervoso central, ¢ relativamente comum, mas, como ja
mencionado, envolvimento da medula 6ssea e linfonodos periféricos ¢ usualmente
ausente. Recidivas, quando ocorrem, o fazem nos primeiros dois anos e tendem a ser
extranodais, principalmente para o figado, trato gastrointestinal, rins, ovarios,
adrenais, pancreas e sistema nervoso central (BISHOP et al. 1999; CAZALS-
HATEM et al. 1996; GAULARD et al. 2008; MARTELLI et al. 2008;

DABROWSKA-IWANICKA e WALEWSK 2014).

1.3 ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS

O LBPM mostra variedade de apresentacdo morfocitoldgica. O principal

achado histolégico ¢ a compartimentalizagdo das células neoplasicas por fibras



colagenas finas, diferindo das bandas largas de colageno encontradas no LHC, dando
um aspecto alveolar a neoplasia. As células tumorais variam de medianas a grandes,
com citoplasma abundante, palido e nucleos circulares ou ovalados. Invasdo
vascular, remanescentes timicos e células gigantes multinucleadas, também, podem
ser observadas (GAULARD et al. 2008; MARTELLI et al. 2008). Em alguns casos,
os nucleos sdo pleomorficos ou multilobulados lembrando uma célula de Reed-
Sternberg, podendo levantar a suspeita morfologica de LHC (PAULLI et al. 1999;
GAULARD et al. 2008). Raramente, podem apresentar-se com aspectos clinico-
histologicos mesclando caracteristicas tanto do LBPM como do LHC. Estes casos
limitrofes primeiramente receberam a denominac¢do de linfomas da zona cinzenta
(gray zone lymphoma) (TRAVERSE-GLEHEN et al. 2005). Atualmente constituem
uma entidade provisoria denominada linfoma de células B inclassificavel, com

aspectos intermediarios entre LDGCB e LHC (JAFFE et al. 2008).

1.4  ASPECTOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

A origem do LBPM a partir de uma célula B da regido medular do timo tem
sido apoiada pela clevada expressao da myelin and lymphocyte protein (MAL) e do
CD23 em cerca de 70% dos casos (COPIE-BERGMAN et al. 2002; CALAMINICI
et al. 2004). O LBPM expressa marcadores antigénicos de células B como CD19,
CD20, CD22, CD79a e PAX-5 e, comumente, auséncia da expressdo de
imunoglobulinas de superficie e citoplasmaticas (GAULARD et al. 2008). Apesar da
estreita relacdo com o timo, os marcadores de linhagem T sdo negativos, assim como

o CD21 e moléculas de histocompatibilidade das classes I e/ou I (BARTH et al.



2002, STEIDL e GASCOYNE 2011). CD30 ¢ positivo em mais de 80% dos casos,
entretanto, usualmente fraco e heterogéneo, quando comparado ao LHC ou linfoma
de grandes células anaplasicas, cujas expressdes sdo fortes ¢ homogéneas (VAN
BESIEN et al. 2001; PILERI et al. 2003). O CD15 pode ocasionalmente ser
expresso. Frequentemente ha positividade para interferon regulatory factor 4 /
multiple myeloma 1 (IRF4 / MUMI1) em 75% dos casos, havendo expressdo variavel
de 55% a 80% para o B-cell CLL/lymphoma 2 (Bcl-2), de 45% a 100% para o B-cell
lymphoma 6 protein (Bcl-6) ¢ menor expressdo para o CD10 (cerca de 8% a 32%). A
baixa expressdo de CD10 e auséncia de CD21 podem ser um indicativo de origem
pos-centro germinativo para esta neoplasia (PILERI et al. 2003; CALAMINICI et al.

2004; MALPELI et al. 2004; IQBAL et al. 2007; DUNPHY et al. 2008).

1.5 ASPECTOS MOLECULARES

O LBPM ¢ caracterizado por alteragdes genéticas especificas, sendo algumas
delas reconhecidas como marcadores desta entidade (Quadro 1). As alteragdes
frequentemente observadas estdo relacionadas a ganhos de material cromossomal,
achado incomum em outros linfomas que se relacionam a perdas (DE LEEUW et al.
2004). Em mais de 70% dos casos ha comprovagao de ganhos nos bracos curtos dos
cromossomos 9 e 2 (JOOS et al. 1996; BENTZ et al. 2001; BEA et al. 2005,
SAVAGE 2006; STEIDL e GASCOYNE 2011). Pesquisas de potenciais genes
localizados nesta regido do cromossomo 9 e relacionados a patogénese, mostram
uma superexpressdo de genes como Janus Kinase 2 (JAK2) e Lysine-specific

demethylase 4C (JMJD2c). Estes, ativam a via JAK-STAT, que estimula



sobrevivéncia, proliferagdo celular e a supressdo de SOCS1 (Suppressor of cytokine
signaling 1) (FIGURA 1) (JOOS et al. 1996; BENTZ et al. 2001; SAVAGE 2006;
KIMM et al. 2007; STEIDL e GASCOYNE 2011). Os genes pl6 e pl5 também
estdo localizados no cromossomo 9p21, sendo estes, depois do p53, uns dos mais
frequentes genes alterados nos cinceres humano (SANCHEZ-BEATO et al. 2001 ¢
2003). Rearranjos dos genes Bcl-2, Bcl-6 ¢ Myc s3o ausentes ou raros ¢ ha
comprovagdo molecular para alteragdes em genes relacionados ao ciclo e
proliferacdo celular em cerca de 30% dos pacientes com LBPM (SCARPA et al.
1999; SCARPA et al. 2001).

J& no cromossomo 2, RODIG et al. (2007) demostraram amplificagdo do
proto-oncogene REL. Este, faz parte de uma classe de proteinas de transcri¢cao
génica, compondo subunidades de fatores de transcricdo que se ligam a sequéncias
génicas envolvidas com a diferenciagdo de células B. Rearranjo ou superexpressao
de c-REL podem levar a tumorigénese, sendo este um dos possiveis candidatos
envolvidos na génesis dos LBPM. O trabalho mostrou, ainda, maior expressao do
Tumor Necrosis Factor Receptor Associated Factor 1 (TRAF1) em LBPM, quando
comparado ao LDGCB nodal. A expressao IHQ de c-REL e TRAF1 pode distinguir

o LBPM dos demais LDGCB com sensibilidade de mais de 98%.



JAK-STAT signaling

Canonical NFkB

Interleukin
receptors

STAT6 ; Alal
P
D\ 8S
P E
STAT6 STAT6

‘

STAT dimers/
oligomers

Fonte: STEIDL e GASCOYNE (2011)

Figura 1 - As duas principais vias de sinalizagdo (JAK-STAT e NFK-B) alteradas no

LBPM.

NFkB complex

Transcriptional regulation:
- Inflammation
- Cell proliferation

TNF receptor
superfamily

REY |— .“‘1 TRAF
v

TRAF ——  MAP3K14
l - l
NEMO 2 - I T
IKKa compilex
IKKR . IKKB
IKB complex i
:ig: g p100 RELB
p65  REL +
p52 RELB

proteasomal
degradation

- Survival
- Differentiation

Alternative NFKB




Quadro 1 - Relagdo dos genes alterados envolvidos na patogénese do LBPM.

FREQUENCIAS

GENE VIA / FUNCAO
NO LBPM (%)
Ganho no numero de cépias
REL Via NFxB 75
PDL1/PDL2 Altera microambiente tumoral / apoptose 63
JAK2 Via JAK-STAT / Modifica¢do de histonas 63
IMJID2C Modificagdo de histonas 63
TranslocagBes cromossdmicas
/ rearranjos
CIITA Regulagdo da transcri¢do do HLA de 38
classe Il / Apresentacdo de antigenos
Mutacdo na sequéncia de
codificacao
SOCSI1 Interleucina / Via JAK-STAT 45
STAT6 Interleucina / Via JAK-STAT 36
TNFAIP3 Via NFxB 36
MYC Regulagao transcricional / remodelamento 25
da cromatina
TP53 Via p53 13
Promotor de hipermetilagéo
pl6/INK Progressao do ciclo celular / Via p53 9

Fonte: Adaptado de STEIDL e GASCOYNE (2011)

1.6 ASPECTOS TERAPEUTICOS

Ensaios clinicos prospectivos especificos para LBPM sdo escassos na
literatura, por um lado pelo pequeno niimero de pacientes e, por outro, pelo relativo
recente reconhecimento do LBPM como uma entidade distinta (STEIDL e
GASCOYNE 2011). Portanto, a maioria das recomendag¢des de tratamento ¢ baseada
em estudos retrospectivos ou andlises de subgrupos de ensaios randomizados de

LDGCB. A terapia inicial € critica no tratamento do LBPM, sendo que as terapias de
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resgate para recorréncias ou progressao sao de eficacia limitada, tornando imperativo
tentar a cura, quando possivel, com o primeiro esquema terapéutico utilizado
(JOHNSON et al. 2008; MELLO 2010).

As modalidades terapéuticas empregadas para o LBPM sdo a QT, RT e QT de
altas doses com transplante de medula 6ssea, sendo que a taxa média de sobrevida
em 5 anos ¢ referida em alguns estudos como superior a 70%. Antes da era
Rituximabe, o esquema de QT mais amplamente empregado era composto por
Cyclophosphamide-hydroxydaunomycin- (Oncovin) Vincristine-prednisone (CHOP)
ou CHOP-similes, ditos esquemas de primeira geracdo. As taxas de sobrevida livre
de progressao eram abaixo do ideal com numeros variando de 38-52% (NGUYEN et
al. 2000; ZINZANI et al. 2002; HAMLIN et al. 2005). Foram testados também
esquemas de segunda / terceira geragdo como o VACOP-B (etoposide, doxorubicin,
cyclophosphamide, vincristine, prednisone, and bleomycin) ¢ o ProMACE-
CytaBOM (cyclophosphamide, doxorubicin, etoposide cytozar, bleomycin,
vincristine, methotrexate and prednisone), bem como quimioterapia de altas doses
com transplante autélogo de medula 6ssea, com resultados superiores ao CHOP
(ZINZANI et al. 1999, 2001, 2002 ¢ 2009; CAIROLI et al. 2002).

O uso do Rituximabe aumentou significativamente as taxas de resposta e
sobrevida nos pacientes com LDGCB, CD20-positivos (FEUGIER et al. 2005;
DABROWSKA-IWANICKA ¢ WALEWSK 2014). Em trabalho publicado pelo
Mabthera International Trial Group Study, também, demonstrou-se beneficios no
uso do Rituximabe com CHOP (R-CHOP) para o tratamento do LBPM. O estudo
mostrou aumento na taxa de remissao de 54% para 80% (P = 0,015) e diminuigao da

progressdo de doenca de 24% para 2,5% (P < 0.001), demonstrando que este
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esquema ¢ também efetivo para o LBPM (RIEGER et al. 2011). Apesar dos avangos
com uso do R-CHOP 20-30% dos pacientes ainda evoluem com progressdo ou
recaida, muitos necessitando consolidar a lesdo residual com esquemas de RT
(VASSILAKOPOULOS et al. 2012; XU et al. 2013). Estudos mostram que a
associacdo do Rituximabe com esquemas de segunda / terceira geragdo, isolado ou
associado a RT, ndo se mostrou mais eficaz quando comparada ao R-CHOP
(ZINZANI et al. 2009; VASSILAKOPOULOS et al. 2012).

O emprego da RT ¢ controverso no LBPM, tanto por aumentar os riscos de
toxidade cardiaca como pela possibilidade de induzir cincer mamario secundario,
sobretudo em pacientes jovens (NIEDER et al. 2007, HENDERSON et al. 2010).
Para minimizar estes efeitos, recente estudo com grupo prospectivo de fase I obteve
drastica redug¢do do uso da RT (4%) em 51 pacientes tratados com Dose adjusted
etoposide, prednisone, (Oncovin) vincristine, cyclophosphamide, doxorubicin —
Rituximab (DA-EPOCH-R). O tratamento se mostrou seguro com indices de
toxicidade comparavel ao R-CHOP (DUNLEAVY et al. 2013). Outros autores
relatam seguranca e eficacia na utilizagdo do DA-EPOCH-R em criangas e

adolescentes (WOESSMANN et al. 2013).

1.7 APLICABILIDADE DOS FATORES DE PROGNOSTICO

Na inten¢do de uniformizar e melhorar os multiplos indices de progndsticos
existentes, investigadores de 16 institui¢cdes e grupos cooperativos da Europa, EUA e
Canada, uniram-se no Internacional Non-Hodgkin's Lymphoma Prognostic Factors

Project e criaram o Indice Prognéstico Internacional (IPI). Esta, até o momento, ¢ a
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ferramenta clinica mais importante para predizer prognostico no LDGCB, ao separar
pacientes em subgrupos distintos. O IPI classico separa os doentes em pacientes com
baixo risco (0 ou 1 fator), risco intermediario baixo (2 fatores), risco intermediario
alto (3 fatores) e alto risco (4 ou 5 fatores), sendo a sobrevida global em 5 anos de
73%, 51%, 43% e 26%, respectivamente (Anonymous 1993; SHIPP et al. 2002).

(Quadro 2).

Quadro 2 - indice de Prognéstico Internacional (IPI) e variantes.

Grupo de Risco NUm. de Fatores de Risco Fatores de Risco

IPI CLASSICO Idade >60 anos
Baixo 0-1 ECOG>2
Intermédio-baixo 2 Estadio III - IV
Intermédio-alto 3 LDH sérica alterada
Alto 4-5 Doenga extra-ganglionar

em > 1 local

Doentes < 60 anos

Baixo 0 ECOG>2
Intermédio-baixo 1 Estadio III - IV
Intermédio-alto 2 DHL sérica alterada
Alto 3

VERSAO REVISADA PARA Idade > 60 anos

R-CHOP (R-IPI) ECOG>2

Muito bom 0 Estadio III - IV
Bom 1-2 DHL sérica alterada
Pobre 3-4-5 Doenga extra-ganglionar

em > 1 local

Fonte: Adaptado de Anonymous (1993) e SEHN et al. (2007).

Outra maneira de estratificar grupos progndsticos € através de estudos
moleculares. Neste contexto, para o LDGCB, ha uma consolidada subdivisao

molecular em um grupo com expressao génica caracteristicas de células B do centro
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germinativo (CQG); outro com expressao génica de linfocitos B ativados ou pds-centro
germinativo (LA); e um terceiro grupo considerado ndo classificavel. Esta divisdo
mostrou ter valor prognéstico, onde casos classificados como CG apresentaram
sobrevida de 76% em relagdo aos LA (16% - p<0,001) (ALIZADEH et al. 2000).

Contudo, a aplicabilidade de técnicas moleculares ¢ dispendiosa e limitada,
ou mesmo inexistente, em muitos centros. No intuito de reproduzir a classificagdo
molecular, muitos trabalhos tentam formular algoritmos de marcadores IHQ. Como
conveniéncia, teriamos o baixo custo e a facilidade de utilizar amostras fixadas em
formol e conservadas em blocos de parafina. Entretanto esta tentativa de
classificagdo IHQ ¢ ainda controversa e pouco reprodutivel (COLOMO et al. 2003;
HANS et al. 2004; HAARER et al. 2006; AMEN et al. 2007; NATKUNAM et al.
2008; CHOI et al. 2009). Tem-se atribuido o insucesso a divergéncias inter-
observador / inter-laboratorial, a utilizacdo de grupos de pacientes heterogéneos e,
principalmente, ao advento do Rituximabe ao tratamento (NYMAN et al. 2007;
WILSON et al. 2008; OTT et al. 2010).

Ja para o LBPM, os fatores de prognostico ainda ndo foram bem
estabelecidos. Aqui o IPI (bem utilizado no LDGCB) nem sempre fornece
informagdes prognoésticas precisas. Por exemplo, alguns casos possuem extenso
envolvimento de estruturas intratoracicas ao diagnostico, tornando dificil, as vezes
impossivel, diferenciar entre os estddios II ou IV pelo sistema de Ann Arbor
(ZINZANI et al. 2001). Contudo, alguns trabalhos recentes referem que estadio alto
(IIT ou IV) e presenga de derrames pericardico ou pleural relacionam-se a pior
prognodstico ¢ menor resposta terapéutica (DUNLEAVY et al. 2013; AOKI et al.

2014).
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Para analise molecular, um dos poucos trabalhos que tentam criar critérios
preditivos para LBPM em relagdo a outros linfomas que acometem o mediastino,
ROSENWALD et al. (2003) utilizando Lymphochip de cDNA microarray,
encontraram 35 genes mais expressos nos LBPM e 11 genes mais expressos nos
LDGCB, montando um modelo preditor. Os resultados encontrados, no LBPM, eram
de pacientes mais jovens, predominando o sexo feminino e com sobrevida em 5 anos
de 64%, superior aos 46% do LDGCB (p=0,0067). Quando o LDGCB foi
subdividido em tipo LA e tipo CG, a sobrevida em 5 anos para o LBPM foi
semelhante ao CG (64%) em relagdo ao LA (59%).

Para avaliagdo THQ, ha poucos trabalhos relacionados. No algoritmo THQ
proposto por CHOI et al. (2009), o LBPM possui um perfil semelhante ao grupo CG
do LDGCB, corroborando os achados moleculares d¢ ROSENWALD et al. (2003).
Em uma casuistica nacional, demonstrou-se, em andlise multivariada, que a
expressao de MUMI1 correlacionou-se a um prognostico desfavoravel e menor
sobrevida global no LBPM, ja que pacientes com expressdo IHQ de MUMI1 tiveram
quase 4 vezes maior risco de morte em comparagdo aos negativos. O mesmo trabalho
também mostrou que a classificagdo IHQ em CG e LA ndo se correlacionou ao
prognostico para os casos de LBPM estudados (MELLO 2010; DE MELLO et al.

2011).

1.8 RELACAO ENTRE LBPM, LDGCB E LHC

O LBPM possui caracteristicas moleculares que o distingue dos demais

linfomas (amplifica¢do da regido cromossdmica 9p24, expressdao de FIG e MAL). Ao
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mesmo tempo, estudos comparativos de expressao génica entre LBPM, LDGCB ¢ o
LHC acometendo o mediastino, tém demonstrado maior semelhanca entre o LBPM ¢
o LHC (SHIPP et al. 2002; ROSENWALD et al. 2003; SAVAGE et al. 2003;
TRAVERSE-GLEHEN et al. 2005; JAFFE et al. 2008).
As principais semelhancas descritas sdo:

1 Baixa expressdo de componentes do receptor de células B (B cell receptor) e
auséncia de IgM de superficie;

2 Baixa expressdo de alvos moleculares da enzima fosfatidilinusitol-3 quinase

(PI-3K), incluindo a protein kinase B (AKT) e forkhead box P1 (FOXP1);

3 Elevada expressao de componentes da via das citocinas (fator de necrose
tumoral);
4 Elevada expressdo do receptor alfa 1 da interleucina 13 e nuclear fator Kappa

B (NFkB) (PILERI et al. 2003; ROSENWALD et al. 2003; SAVAGE et al. 2003;
CALVO et al. 2004).

Estas concordancias sugerem sobreposicao entre os mecanismos envolvidos
na patogénese destas duas entidades e que ativacdo da via NFkB confere vantagem
de proliferagdo e sobrevida para as células neoplasicas (SAVAGE et al. 2003).

Outros trabalhos defendem que LBPM e LHC representariam entidades
distintas em extremos opostos de um espectro de evolugdo bioldgica. Linfomas gray
zone do mediastino, atualmente, constituindo na WHO uma entidade provisoria
chamada de linfoma de células B inclassificavel com aspectos intermediarios entre
LDGCB e LHC, seriam a parte intermedidria deste espectro compartilhando
caracteristicas de ambos (CALVO et al. 2004; TRAVERSE-GLEHEN et al. 2005;

GAULARD et al. 2008; JAFFE et al. 2008).
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Na pratica, muitos casos compartilham achados clinicos, histologicos e THQ
semelhantes, tornando o diagndstico diferencial entre estas entidades dificil (Figura
2). Nao obstante, sabemos a importincia de um diagndstico preciso ja que
representam subtipos de linfomas com prognésticos e estratégicas terapéuticas
distintas. Portanto, embora muitos dos mecanismos propostos até o momento tenham
ajudado a compreender a génese do LBPM, ainda hd muitos eventos por serem
entendidos na relagdo deste com o LDGCB e LHC, sendo que estudos que busquem
a caracterizagdo de novos marcadores poderdo ajudar o diagnostico diferencial e a

estratificacdo de pacientes em grupos distintos de progndstico e resposta terapéutica.
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Fonte: STEIDL e GASCOYNE (2011)
Figura 2 - Aspectos clinicos, epidemioldgicos, histologicos ¢ IHQ dos diagnésticos

diferenciais de processos linfoproliferativos que acometem o mediastino.
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2 JUSTIFICATIVA/PROPOSTA DE ESTUDO

A caracterizagdo do LBPM como uma entidade isolada, as falhas na
utilizacao do IPI para este grupo, uma assinatura molecular propria, caracteristicas
clinico-histologicas que os diferem do LDGCB e a dificuldade no diagnostico
diferencial dos linfomas que acometem o mediastino, justificam a necessidade de
novos estudos que busquem validar achados ja descritos e/ou encontrar novos
marcadores que possam se correlacionar a fatores prognosticos em pacientes com
LBPM. Estes marcadores poderao otimizar o manejo clinico através da estratificacdo
de possiveis grupos prognosticos e/ou constituirem possiveis alvos terapéuticos.

Neste contexto, destacamos os achados de ganhos relacionados ao brago curto
do cromossomo 9, identificados em cerca de 75% dos casos de LBPM através de
testes moleculares, e consequente ativagdo da via JAK-STAT, que favorece
sobrevivéncia e proliferacao celular (BENTZ et al. 2001; LENZ et al. 2008; STEIDL
e GASCOYNE 2011). Dos genes recentemente imputados a patogénese do LBPM
(Quadro 1), selecionamos cinco deles para avaliarmos a expressao proteica por IHQ
nos casos selecionados. Trés destes genes (JAK2, PDLI1 e IMJD2c) estao localizados
na regido 9p, o que justifica a escolha. Além disso, o JAK2 e o PDLI sdo
considerados potenciais alvos terapéuticos e de relevante interesse. Apesar de nao se
localizarem na regido 9p, escolhemos os dois outros genes (STAT6 ¢ SOCS1) por
desempenharem fungdes relacionadas a via JAK-STAT (Figura 1). Resumidamente

estes cinco genes sdo caracterizados:
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JAK2: Um dos membros da familia Janus Kinase, corresponde a uma
tirosina quinase ancorada a membrana capaz de ativar diversos fatores de
transcricdo da familia STAT envolvidos nos mecanismos de apoptose,
angiogénese, crescimento e diferenciacao celular (AARONSON et al. 2002).
Alteragdes neste gene tém sido demonstradas e associadas a possivel via de
terapia alvo em LBPM (TWA et al. 2014). A via candnica pela qual estas
ativagdes ocorrem, chamada via JAK-STAT (Figura 1), tem sido apontada na
patogénese de multiplas neoplasias, inclusive linfoides (YU et al. 2009).
Muitos estudos também demonstram uma via alternativa, onde o JAK?2 atua
diretamente no nucleo ativando progressdo do ciclo celular, apoptose e
instabilidade genética (Figura 3) (DAWSON et al. 2011; QIAN et al. 2011;
ZOUEIN et al. 2011; SEDEK e STROUS et al. 2013; JAY et al. 2015). Esta
via independente de STAT interage com outras vias de sinalizagdo, inclusive
a NFK-B, e tem sido associada com uma possivel fun¢ao supressora tumoral
do JAK2 (NILSSON et al. 2010; QIAN et al. 2011).

PDL1: Programmed death ligand 1 também conhecido como cluster of
differentiation 274 (CD274), ¢ uma proteina transmembrana a qual se atribui
um papel de supressdo do sistema imune, por diminuir a proliferacdo de
linfocitos T CD8+ por exaustdo. Esta diminuicdo se daria por estimulo da
apoptose, através da supressdo de BCL2 nos linfocitos T. Em células
neoplasicas, a hiperativacdo do PDL1 conferiria um mecanismo de escape do
sistema imune do hospedeiro, gerando vantagens no processo de evolucao

clonal (CHEMNITZ et al. 2004). (Figura 4). Alteragdes neste gene também
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tém sido demonstradas e associadas a possivel via de terapia alvo em LBPM
(TWA etal. 2014);

JMJD2c: Membro da familia Jumonji domain 2, que, juntamente com o
JAK2, ¢ relacionada a fendmenos de metilagdo da histona 3 e ativagdo da
cromatina. Disturbios neste mecanismo s3o associados a proliferacdo e a
sobrevida tumoral. In vitro, estes achados foram frequentes em linhagens
celulares de modelos de LBPM e LH com amplificagdes do 9p e ausentes nas
linhagens de LDGCB sem amplificagdo 9p, destacando a especificidade desta
observacao associada a superexpressao tanto do JMJD2c¢ como de JAK2
(RUI et al. 2010);

STATG6: Signal transducer and activator of transcription 6, interleukin-4
induced, localizado no cromossomo 12q, cuja ativa¢do constitutiva esta
associada a um fendtipo maligno ou identificada como uma alteracao
caracteristica do LBPM, quando comparado ao LDGCB (RITZ et al. 2009);
SOCS1: Suppressor of cytokine signaling 1, localizado no cromossomo 16p,
tem como fun¢ao bloquear a sinalizagdo induzida por citocinas através de um
mecanismo de feedback negativo na via JAK-STAT. Estudos relatam que
alteracdes neste gene associam-se a fung¢do supressora tumoral no contexto do

LBPM (MELZNER et al. 2005).
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Figura 4 - Impacto das alteragdes genéticas ao microambiente tumoral.
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Como principal consequéncia da ativacdo da via JAK-STAT, temos o
estimulo a proliferacdo e diferenciacdo celular - passagem da fase G1 para fase S,
pela interacdo das ciclinas (Figura 5). A desorganizacdo dos mecanismos que
controlam a proliferacdo celular é caracteristica comum a todos os tipos de tumores.
Isso deve-se em grande parte a desregulacdo das vias de controle do ciclo celular
pRb/p16™** ¢ p53/p21. Em células normais, uma complexa rede de sinalizagdo
modula a formagdo e atividade dos complexos ciclina-CDK (Figura 6). Estes
mecanismos funcionam como um reldgio que controla a passagem pelas fases G1, S
G2 e M. Alteragdes neste controle ¢ um passo essencial a oncogénese (SANCHEZ-
BEATO et al. 2003; FRITZ e FAJAS 2010).

Portanto, propomos avaliar a expressdo proteica de alguns genes
recentemente implicados na patogénese do LBPM, bem como correlaciona-los a
expressdo de proteinas relacionadas ao ciclo e a proliferacdo celular, visto que uma
das principais consequéncias dos mecanismos mencionados, sobretudo ativacao da
via JAK-STAT, ¢ o estimulo a proliferacdo e diferenciacdo celular (WALZ et al.

20006) (Figuras 5 e 6).
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Anti-apoptose

Crescimento, sobrevida,
diferenciacao e
oncogénese

Fonte: Adaptado de Anonymous (2014).
Figura 5 - Participagdo da via JAK-STAT na promogdo da passagem da fase G1

para fase S no ciclo celular.

Cyelin A ' .
CDK2 » DP1 Restriction point
-
-
G1/S Checkpoint

Fonte: LAUREN (2012).

Figura 6 - Intera¢do das proteinas relacionadas ao ciclo e proliferagdo celular.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAIS

Avaliar a relacdo entre alteragdes no brago curto do cromossomo 9 e a

expressdo de proteinas relacionadas a essa regido e distais, entre si e testar a

associa¢do destas com achados clinicos, evolutivos, terapéuticos e patologicos em

casos de LBPM.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar os achados clinicos, evolutivos, terapéuticos e patologicos;
Avaliar de maneira indireta a ocorréncia de alteragdes citogenéticas
relacionadas ao brago curto do cromossomo 9, pela técnica de hibridizacao in
situ por fluorescéncia (FISH) nesses casos;

Avaliar a expressao proteica, através de THQ, de genes recentemente
imputados na patogénese do LBPM (JMJD2c, SOCS1, STAT6, JAK2 e
PDL1) (Quadro 1) e de marcadores relacionados a proliferacdo e ao ciclo
celular;

Correlacionar os achados de FISH e IHQ com parametros clinicos,
evolutivos, terapéuticos e patologicos dos casos levantados (vide algoritmo

proposto na Figura 7).



CASOS DE LBPM
DIAGNOSTICADOS

g

IHQ para os genes IHQ para marcadores
relacionados a patogénese relacionadas ao ciclo e a
(IMJD2c, SOCS1, STATS, proliferacéo celular

JAK2 e PDL1)

Avaliacao de alteragdes
genéticas no 9p por FISH

i

Correlacionar os achados

citogenéticos aos achados
IHQ, clinicos, evolutivos,

terapéuticos e patologicos

Figura 7 - Algoritmo do estudo.
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4 CASUISTICA E METODOS

41 AMOSTRA

Foram levantados retrospectivamente 88 casos diagnosticados como linfoma
de grandes células com imunofenotipo B e topografia mediastinal dos anos de 1975 a
2011 procedentes de cinco instituicdes do Estado de Sdo Paulo: A.C. Camargo
Cancer Center (ACCCC); Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP); Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP); Hospital da Irmandade da Santa Casa de
Misericordia de Sao Paulo (HSCSP) e Hospital de Cancer de Barretos / Fundagao Pio
XII (HCB).

Os dados clinicos, evolutivos e terapéuticos foram obtidos dos prontudrios
médicos de cada paciente existentes nos servigos de arquivos médicos das
instituicdes envolvidas. As informagdes coletadas foram anotadas na ficha de coleta
de dados utilizada no estudo (Anexo 1). Para os casos que dispunham de tecido
fixado em formol embebidos em parafina, estes foram obtidos nos arquivos dos
departamentos de anatomia patoldogica de cada instituicdo. Os aspectos
histopatologicos, bem como a avaliagdo das reagdes IHQ de cada caso, foram
avaliados simultaneamente em um microscépio de duas cabegas por dois patologistas
(CAMS e JV). Para avaliagdo do IPI, utilizaram-se os critérios cldssicos

independentemente das idades (Quadro 2). Os dados obtidos (clinicos, evolutivos,
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terapéuticos, IHQ e FISH) foram tabulados em uma planilha do Excel (Windows)

para, em seguida, serem submetidas aos testes estatisticos.

4.2 ASPECTOSETICOS

O presente estudo foi submetido a0 Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
do Cancer A.C. Camargo/Funda¢do Anténio Prudente, obtendo a aprovacdo com
nimero de protocolo 1552 / 11 em 20/10/2011 (Anexo 2). Nas demais instituigdes,

os respectivos Comités de Etica aprovaram a participag@o no estudo.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO NO ESTUDO

Foram incluidos no estudo pacientes com linfoma de grandes células na
topografia mediastinal primaria e com imunofendtipo B, de qualquer idade ou

género, diagnosticados nas institui¢des participantes entre 1975 e 2011.

4.4  CRITERIOS DE EXCLUSAO DO ESTUDO

Foram excluidos os casos em que os blocos de parafina ndo estavam
disponiveis ou ndo continham material suficiente para as analises IHQ propostas. Os
casos com material suficiente, mas dados clinicos minimos nos prontuarios
avaliados, foram excluidos das analises estatisticas clinicas ¢ correlagcdo evolutiva.
Pacientes que possuiam infiltracdo da medula 6ssea ao diagnostico, também foram

excluidos do estudo.
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45 CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA

Foi considerado diagnostico de LBPM, casos que preencheram critérios
histologicos e IHQ descritos por GAULARD et al. (2008). Todos os casos cedidos
do HCB e HCFMUSP, cerca da metade dos casos do ACCCC e alguns casos da
UNICAMP e HSCSP, foram procedentes de uma outra tese realizada no ACCCC
(MOREIRA 2012). Nestes estdo incluidos os casos mais antigos cujas as
classificagdes / revisdes foram feitas por um Hematopatologista (JV). Para os demais
casos (mais recentes), as laminas histologicas coradas pela Hematoxilina e Eosina,
bem como as dos marcadores IHQ existentes foram revisadas em um microscopio
optico de duas cabecas, marca Olympus® modelo BXS53, por dois patologistas
(CAMS e JV). Para os casos com marcadores [HQ insuficientes ou inexistentes,
utilizou-se o painel IHQ rotineiro para o diagnodstico de linfomas de grandes células

do Departamento de Anatomia Patologica do ACCCC.

46 CONSTRUCAO DO TISSUE MICROARRAY

A confeccao do TMA foi realizada no Departamento de Anatomia Patologica
do ACCCC, utilizando o equipamento Manual Tissue Arrayer 1 (Beecher
Instruments Microarray Technology, Silver Spring, CA, USA). Foram selecionadas
duas areas (spots) nos preparados corados com hematoxilina e eosina, representativas
de tumor, evitando-se areas de necrose e fibrose, com diametro de 1,5mm. Apds a
confecgdo do TMA, procedeu-se cortes histologicos com espessura de 3

micrometros, pescadas em laminas silanizadas (Starfrost®), recobertas com adesivo
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e submetidas a fixagdo por UV (Instrumedics Inc®, Hackensack, NJ, EUA). Estas
laminas, posteriormente, passaram por um banho de parafina e foram armazenadas

em freezer a - 20 °C, até o momento do uso para as reagdes de THQ.

47 IMUNO-HISTOQUIMICA

Para os marcadores THQ relacionados ao ciclo e proliferagao celular, foram
utilizados os anticorpos especificados no Quadro 3. Para os marcadores relacionados
a patogénese do LBPM foram utilizados os seguintes anticorpos: JMJD2c¢c (KDM4C
/ GASC1 / IMJD2C); SOCS1; STAT6; JAK2 ¢ PDL1 (CD274). As especificagdes
técnicas destes marcadores estdio no QUADRO 4. Dentro do protocolo utilizado para
este grupo, foi utilizado o kit Novolink Polymer Detection Systems (Leica

Biosystems™), sendo, a seguir, os passos do protocolo:

3 banhos de 5" no xilol;

° 2 banhos de 2" no etanol 100%;

. Deixar laminas em agua corrente por 5°;

J Recuperagdo antigénica;

. Deixar laminas em agua corrente por 5°;

o 2 banhos de 5" em 4gua oxigenada (bloqueio da peroxidase);

o 2 banhos de 5" em tampdo PBS 1x;
o Secar excesso de tampao, aplicar 100ul de PROTEIN BLOCK e deixar
laminas incubando em camara umida por 20°;

o 2 banhos de 5" em tampdo PBS 1x;
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Secar excesso de tampao, aplicar 100ul de anticorpo em cada lamina e deixar
incubando em camara umida por 1h;

2 banhos de 5" em tampdo PBS 1x;

Secar excesso de tampao, aplicar 100ul de post primary e deixar laminas
incubando em camara umida por 30";

2 banhos de 5" em tampdo PBS 1x;

Secar excesso de tampao, aplicar 100ul de polymer e deixar laminas
incubando em cdmara umida por 30";

2 banhos de 5" em tampdo PBS 1x;

Secar excesso de tampao, aplicar 100ul. de DAB (1/20) e deixar laminas
incubando em camara umida por 5°;

Deixar laminas em agua corrente por 5”;

Mergulhar laminas na hematoxilina por 2”;

Retirar excesso de hematoxilina e mergulhar laminas 2x rapidamente no
diferenciador;

Deixar laminas em agua corrente por 5';

2 banhos de 2" no etanol 100%;

3 banhos de 5" no xilol;

Montar laminas.
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Quadro 3 - Especificagdes técnicas dos marcadores IHQ relacionados ao ciclo e
proliferagdo celular.

Anticorpo Clone Titulo Fabricante
Ki67 Mib-1 1:400 Dako cat# M7240, Glostrup, Dinamarca
Ciclina D3 DCS-22 1:50 Neomarkers cat# MS215
Ciclina E (M20) | policlonal em coelho | 1:30 Santa Cruz cat# sc481, Santa Cruz, CA, EUA
Ciclina D1 SP4 1:50 Dako cat# M3635, Glostrup, Dinamarca
Ciclina D2 Policlonal 1:100 Bioss (bs-1148R)
pl5 15P06 1:200 Neomarkers cat# MS1053
pl6 EPR1473 1:50 Abcam® (ab108349), Cambridge, MA, EUA
p21vaert Sx118 1:50 Dako cat# M7202
p27 SxS3 1:200 Dako Cat# M7203
pS3 DO-7 1:300 Dako cat# M7001
p63 4A4 Pré-diluido | Ventana
Topoisomerase Ila | SWT3D1 1:800 Dako cat# M7186
MDM2 SMP14 1:50 Abcam® (ab3110), Cambridge, MA, EUA

Quadro 4 - Especificagdes técnicas dos marcadores IHQ relacionados a patogénese

do LBPM.
Anticorpo Clone Titulo | PH | Recuperacéo Padréo de Fabricante
marcacao
SOCS1 Policlonal | 1:350 | 9.0 | Automatizado™ Nucleo e Abcam® (ab62584),
Citoplasma Cambridge, MA, EUA
PDL1 Policlonal | 1:100 | 9.0 | Automatizado* | Membrana e Abcam® (ab58810),
citoplasma Cambridge, MA, EUA
JMID2C | Policlonal | 1:200 | 9.0 | Automatizado* Nucleo Abcam® (ab85454),
Cambridge, MA, EUA
STAT6 Policlonal | 1:25 9.0 | Automatizado* Nucleo e Abcam® (ab44718),
citoplasma Cambridge, MA, EUA
JAK2 Policlonal | 1:100 | 9.0 | Automatizado* Nucleo e Abcam® (ab39636),
citoplasma Cambridge, MA, EUA

* Ventana® / protocolo usando 60" de recuperagdo antigénica com CCIl e lh de incubagdo do

anticorpo.
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48 AVALIACAO DA IMUNO-HISTOQUIMICA

Adaptado de ALLRED (2010), avaliamos, de maneira semi-quantitativa, em
cada spot do TMA ou corte inteiro a relacdo células positivas/células tumorais totais
em 5 campos de grande aumento (objetiva de 40x). Em seguida, tabulamos na ficha
de coleta de dados e na planilha do Excel a intensidade (0= ausente 1= fraco; 2=
moderado; 3= intensa) bem como a porcentagem da reatividade células positivas /
células tumorais (0= 0%; 1= <5%; 2= 5 a 10%; 3= 11 a 50%; 4= > 50%) para cada
marcador. A interpretacdo final para a positividade das reagdes THQ, foi baseada na
somatoria entre a pontuacdo obtida na intensidade e a pontuacdo obtida na

porcentagem da reagdo, conforme exposto no Quadro 5.

Quadro 5 - Método semi-quantitativo empregado para avaliagdo da positividade das
reagdes [HQ.

Intensidade da reagdo Porcentagem da reacdo Somatoéria Resultado

0 (ausente) 0 (0%) 0

1 (fraca) 1 (<5%) 2 NEGATIVO
2 (moderada) 2 (5a10%) 3
3 (intensa) 3 (11 a50%) 4
4 (> 50%) 5

6 POSITIVO
7

4.9 HIBRIDIZACAO in situ POR FLUORESCENCIA

De forma indireta, avaliamos, pela técnica de FISH, alteragdes citogenéticas
relacionadas ao cromossomo 9p (amplificagdes), utilizando a sonda JAK2 (9p24)

Break (Kreatech Diagnostics®) nos cortes do TMA e inteiros dos blocos parafinados
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existentes. A escolha desta sonda monogénica para o estudo, baseou-se na

justificativa de ser a Unica comercialmente disponivel na época da aquisicdo dos

insumos, que se prestava a marcagdo do brago curto do cromossomo 9p, conforme

especificagdes na bula do fabricante.

O protocolo técnico utilizado foi o que se segue:

A —

1-

2.

3.

4-

(9]
1

(@)
I

8

O-

10-

B -

11-

12-

Primeiro dia:

Desparafinizagdo em Xilol (3 banhos de 10 minutos cada);

Passagens em alcool (3 banhos de 5 minutos cada);

Passagem em agua destilada (3 banhos de 2 minutos cada);

Banho em solugdo 0.2N de HCI por 20 minutos a temperatura ambiente;
Pré-tratamento em Citrato pH 6,0 (80° C em banho-maria por lhora);
Digestdo enzimatica com pepsina (pronta pra uso) por 8 minutos a
temperatura ambiente;

Lavagem em solugdo de 2 X SSC por 2 minutos a temperatura ambiente;
Desidratacdo em alcool 75%, 80% 100% por 2 minutos cada;

Secagem das laminas ao ar;

Aplicacao da sonda: 10ul e incubagao no Hibridizador para desnaturagao
e hibridizacdo (desnaturacao: 90° C por 10 minutos; Hibridiza¢do: 37° C

por 24 horas).

Segundo dia:
Pré-aquecer solugdo de 1,5M UREA/0,1 x SSC em banho-maria a 45°C;
Mergulhar as laminas em solucdo de UREA/ 0,1 x SSC a 45°C por 30

minutos;
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13- Lavar em solucao 2xSSC por 2 minutos a temperatura ambiente;
14- Desidratagao em alcool 75%, 80% e 100% por 2 minutos cada;
15- Secagem das laminas ao ar;

16- Aplicar 15ul DAPI e montar com laminula.

As analises das laminas foram realizadas em um microscopio de
fluorescéncia, marca Olympus® modelo BX41, pertencente ao Departamento de
Anatomia Patolégica do ACCCC, por uma patologista (IW) experiente na avaliagao
desta técnica. Foram considerados ganhos quando havia 3 ou mais copias do gene
(sinais) em pelo menos 20% das células avaliadas. Em contrapartida, havia
normalidade quando encontradas duas coépias (sinais) do gene. Os resultados,
também, foram tabulados na ficha de coleta de dados e na planilha do Excel, para
submissdo aos testes estatisticos. Os casos em que nao houve sinais de ampliagdo ou

normalidade foram anotados como “ndo funcionou”.

410 AVALIACAO ESTATISTICA

Os dados relativos as reatividades para os marcadores IHQ empregados e os
resultados do FISH foram tabelados juntamente com os demais dados clinicos em
uma planilha do Excel (Windows). Realizaram-se analises estatisticas de associagao,
aplicando o teste exato de Fisher, entre os pardmetros clinicos, destes, com os
marcadores THQ e FISH, dos marcadores IHQ entre si ¢ com o FISH. Foram
consideradas estatisticamente relevantes as correlacdes com p < 0,05. Para andlise

multivariada foi utilizado o modelo de regressio de COX, em que todos os
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parametros com p<0,2 nas andlises univariadas foram incluidos no modelo. Um
patologista experimentado em estatistica (AHJFMC) auxiliou na execucao dos testes,

bem como na interpretagdo dos achados.
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5 RESULTADOS

51 VARIAVEIS CLINICAS E EVOLUTIVAS

No periodo de 1975 a 2011 foram levantados, nas cinco institui¢des, um total
de 88 casos diagnosticados como linfoma de grandes células com imunofenotipo B e
topografia mediastinal, os quais preencheram os critérios histopatolégicos, clinicos e
IHQ para o diagnostico de LBPM. Deste total, foram excluidos 02 casos com
infiltragdo da medula dssea ao diagndstico; e 23 casos por ndo possuirem amostras
biologicas suficientes para as andlises. Portanto, foram incluidos no estudo 63 casos
com amostras biologicas fixadas em formol e embebidas em parafina, disponiveis
nos arquivos dos departamentos de Anatomia Patoldgica das institui¢des. Destes 63
29 ndo possuiam material suficiente para confec¢do do TMA. Nestes foram
realizados cortes histoldgicos inteiros e submetidos as mesmas reagdes IHQ do grupo
incluido em TMA. A distribui¢cdo dos casos por institui¢do e género estd especificada
na Figura 8. Houve uma discreta prevaléncia do sexo feminino, correspondendo a
50,8% dos casos, e 0 ACCCC foi a institui¢gdo que mais forneceu casos ao estudo 22
casos (34,9%), seguida da UNICAMP com 18 casos (28,5%).

Em 61 dos 63 casos foi possivel a obtencdo de informagdes sobre o
seguimento / desfecho clinico. Destes, o tempo de seguimento variou de 1 a 137
meses, com mediana de 33 meses e média de 40,3 meses. A idade dos pacientes
variou de 16 a 83 anos, com mediana de 30 anos e média de 38,9 anos. A maioria dos

casos foi referida como da raga branca (90,5%). Quanto aos dados clinicos, em
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79,4% dos casos a neoplasia foi diagnosticada como massa mediastinal (bulky),
estando restrita ao mediastino em 68,3% dos casos. Os pacientes ndo apresentavam
sintomas B em 57,1% dos casos e apresentavam LDH elevado ao diagndstico em
63,5% das vezes, sendo que em 15 casos (23,8%) nao foi possivel obter este dado. O
IPI ajustado para a idade foi obtido em 59 casos. Destes, 54,2% eram de baixo risco;
5% de risco intermediario baixo; 27,1% intermediario alto; e 13,5% de alto risco. Ao
diagnéstico, o estadio clinico da maioria dos pacientes era Ann Arbor I ou II
(57,1%). Dezenove casos (30,2%) possuiam estadio IV ao diagnoéstico, sendo que,
destes, além da massa mediastinal, 6/19 (31,6%) possuiam comprometimento
pulmonar; 2/19 (10,5%) lesdo cardiaca / pericardica; 1/19 (5,2%) lesdo hepatica; 1/19
(5,2%) lesdo renal; e 1/19 (5,2%) lesdao no sistema nervoso central. Em 8/19 (42,1%)
nao foi possivel obter a topografia. Estes casos foram computados como estadio IV
por haver esta informagao nos prontuarios médicos examinados. O resumo dos dados

clinicos, obtidos para os 63 pacientes, esta especificado na Tabela 1.

25
20
12
15 i
8
CAS05
- O feminino
10 b
W rmasculing
5
0
ACCCC UNICAMP HSCSP HCFMUSP HCB
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Figura 8 - Distribui¢do por género e procedéncia dos 63 casos de LBPM

selecionados.
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Tabela 1 - Dados clinicos e epidemioldgicos referentes aos 63 pacientes incluidos no
estudo.

VARIAVEL CATEGORIA N %
N 63
Variagao 16283
Idade (anos) Mediana 30
Média 38,9
Feminino 32 50,8
Sexo Masculino 31 49,2
Branca 57 90,5
Raga Negra 5 7,9
Amarela 1 1,6
Sim 25 39,7
Sintomas B Nio 36 57,1
DNI 2 3,2
Presente 50 79,4
“Bulky” Ausente 12 19
DNI 1 1,6
Sim 43 68,3
Restrito ao mediastino Nio 20 31,7
Normal 8 12,7
Desidrogenase latica Elevado 40 63,5
DNI 15 23,8
I 10 15,8
Estadio clinico II 26 41,3
111 6 9,5
v 19 30,2
DNI 2 3,2
Baixo Risco 32 50,8
Risco Interm Baixo 3 4.8
IPI Risco Interm Alto 16 25,4
Alto Risco 8 12,7
DNI 4 6,3

DNI: Dado nao informado ou nio obtido.

Quanto ao tratamento, 57 (90,5%) dos 63 casos foram submetidos a algum
esquema de QT. Destes 21 casos (36,8%) receberam inicialmente o esquema CHOP;
24 casos (42,1%) receberam inicialmente o R-CHOP; e 12 casos (21%) receberam
inicialmente outros esquemas variados de acordo com cada servigo, sendo em 4
casos o VACOP-B; 1 caso o ProMACE-CytaBOM; 1 caso o CEOP
(cyclophosphamide, epirubicin, vincristine [Oncovin], and prednisone) e em 6 casos
ndo foi possivel obter o tipo de QT. A quantidade de ciclos variou de 1 a 12 com uma
mediana de 6 ciclos. A RT, quando empregada (47,6%), foi sempre associada aos

esquemas de QT como terapia de consolidagdo ou nos casos com resposta parcial ao
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primeiro esquema de QT proposto. Cinco casos dos 63 (7,9%) foram submetidos a
transplante de medula 6ssea associado aos demais esquemas terapéuticos, e todos
estes pacientes estavam vivos quando da ultima consulta ao prontuario. Quanto a
resposta inicial ao tratamento instituido, foi possivel obter dados em 58 casos (92%).
Destes, 34 casos (58,6%) obtiveram remissao completa da doenga apods o término do
tratamento, dos quais 5 (14,7%) recidivaram em tempos variaveis (4, 9 28, 48 ¢ 99
meses apos o término do primeiro ciclo instituido). Em dois casos (3,4%) a resposta
foi parcial; e em 22 (37,9%) nao houve resposta ao tratamento inicial e todos
progrediram a Obito. Para os casos com resposta parcial, a conduta comumente
instituida foi a ampliagdo do numero de ciclos de QT ou troca por outro esquema
e/ou associagdo a RT.

Dada a ultima consulta ao prontuario médico, foi possivel obter informagdes
sobre o tempo de seguimento e desfecho clinico em 61 (96,8%) dos 63 casos. Nestes
o seguimento variou de 1 a 137 meses com média de 40,3 meses ¢ mediana de 33
meses. Dos 61 pacientes, 26 (42,6%) morreram pela doenca; 4 (6,5%) estavam vivos
com a doenga; ¢ 31 (50,8%) estavam vivos sem a doenga. Neste ultimo grupo o
seguimento clinico variou de 8 a 127 meses com mediana de 49,5 meses. Os dados
obtidos relativos ao tratamento e a evolugdo para os 63 pacientes estdo resumidos no

Quadro 6.
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Quadro 6 - Dados de tratamento e evolugao clinica de pacientes com LBPM.

. . Num Seguimento  Resposta o
Caso Hospital Idade Sexo QT tipo de RT Recidiva TX Status
ciclos (meses) ao trat.

01 ACCCC 31 F outra 7 sim 70 Completa Sim - OB
02 ACCCC 83 F CHOP 7 sim 53 Progressdo - - OB
03 ACCCC 54 M CHOP 5 sim 6 Progressdo - - OB
04 ACCCC 21 F CHOP 8 sim 137 Completa Sim Sim VSD
05 ACCCC 21 F CHOP 6 sim 70 Completa Nao - VSD
06 ACCCC 23 F CHOP 6 ndo 10 Progressdo - - OB
07 ACCCC 58 F R-CHOP 8 nao 33 Completa Sim - OB’
08 ACCCC 28 F R-CHOP 7 sim 67 Completa Nao - VSD
09 ACCCC 28 F R-CHOP 8 sim 100 Completa Nao - VSD
10 ACCCC 62 M CHOP 6 sim 10 Progressdo - - OB
11 ACCCC 82 F CHOP 6 nao 110 Completa Sim - OB
12 ACCCC 53 M CHOP 8 sim 31 Progressdo - - OB
13 ACCCC 36 F outra 6 sim 69 Completa Nao - VSD
14 ACCCC 26 F CHOP 4 sim 123 Completa Nao - VSD
15 UNICAMP 44 M outra 12 sim 78 Completa Nao - VSD
16 UNICAMP 32 M outra 12 nao 11 Progressao - - OB
17 UNICAMP 26 M outra 6 sim 18 Progressio - - OB
18 UNICAMP 66 F CHOP 1 ndo 1 Progressdo - - OB
19 UNICAMP 83 M - - nao 1 Progressiva - - OB
20 UNICAMP 23 F R-CHOP 6 sim 10 Parcial - - VCD
21 UNICAMP 21 M R-CHOP 6 nao 73 Completa Nao - VSD
22 UNICAMP 33 M R-CHOP 6 sim 66 Completa Nao - VSD
23 UNICAMP 26 M R-CHOP 6 nao 9 Progressao - - OB
24 UNICAMP 25 F outra 12 sim 15 Progressdo - - OB
25 UNICAMP 25 F - - - - - - - -
26 UNICAMP 30 F R-CHOP 6 sim 69 Completa Nao - VSD
27 UNICAMP 27 M R-CHOP 10 sim 65 Completa Nao - VSD
28 UNICAMP 44 M R-CHOP 9 sim 45 Completa Nao - VSD
29 UNICAMP 29 F outra 12 sim 90 Completa Nao - VSD
30 UNICAMP 81 M - - ndo 1 Progressdo - - OB
31 UNICAMP 30 F Outra 2 sim 2 Progressdo - - OB
32 HSCSP 26 M CHOP 8 sim 101 Completa Nao - VSD
33 HSCSP 23 F CHOP 8 ndo 8 Progressdo - - OB
34 HSCSP 78 F outra 8 nao 45 Completa Sim - VSD
35 HSCSP 23 F - - - - - - - -
36 HSCSP 29 M CHOP 1 nao 1 - - - VCD
37 HSCSP 27 M R-CHOP 3 nao 11 Parcial - Sim VCD
38 HSCSP 20 M CHOP 3 ndo 3 Progressdo - - OB
39 HCFMUSP 61 F Outra 6 ndo 7 Progressdo - - OB
40 HCFMUSP 39 M CHOP 3 sim 7 Progressao - - OB
41 HCFMUSP 65 F CHOP 6 sim 13 Completa Niao - VSD
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Cont/ Quadro 6
Caso Hospital Idade Sexo QT tipo NUm RT  Seguimento Resposta Recidiva TX Status
de (meses) ao trat.
ciclos
42 HCFMUSP 72 M CHOP 6 sim 47 Completa Nao - VSD
43 HCFMUSP 19 F - - - 37 Completa Nao - VSD
44 HCB 51 M CHOP 2 nao 2 Progressdo - - OB
45 HCB 24 F CHOP 4 nao 9 Progressdo - - OB
46 HCB 32 F CHOP 8 sim 80 Completa Nio - VSD
47 HCB 24 M - - - 1 - - - VCD
48 HCB 32 M outra 3 nao 3 Progressdo - - OB
49 ACCCC 23 M R-CHOP 5 sim 43 Completa Nao - VSD
50 ACCCC 35 M R-CHOP 8 sim 50 Completa Nao - VSD
51 ACCCC 23 M R-CHOP 4 sim 52 Completa Nao - VSD
52 ACCCC 16 M R-CHOP 8 nao 19 Completa Nio - VSD
53 ACCCC 74 M R-CHOP 8 nao 33 Completa Nao - VSD
54 ACCCC 39 F R-CHOP 8 nao 32 Completa Nao - VSD
55 ACCCC 42 M R-CHOP 6 nao 34 Completa Nao - VSD
56 ACCCC 30 M R-CHOP 6 sim 55 Completa Nao - VSD
57 UNICAMP 82 F outra 1 nao 1 Progressdo - - OB
58 HSCSP 54 M R-CHOP 6 ndo 8 Progressao - - OB
59 HSCSP 34 M CHOP 8 nao 99 Completa Nao Sim VSD
60 HSCSP 27 M R-CHOP 5 nao 6 Progressdo - - OB
61 HSCSP 25 F R-CHOP 8 nao 73 Completa Nao - VSD
62 HSCSP 24 F R-CHOP 6 nao 63 Completa Nao Sim VSD
63 HSCSP 32 F R-CHOP 8 nao 55 Completa Nao Sim VSD

M= masculino; F= feminino; TX= transplante de medula 6ssea; VCD= vivo com doenca; VSD= vivo sem
doenca; OB= 6bito pela doenca. # dbito por parada cardiorrespiratoria durante indugdo anestésica.

Em relacdo aos tipos de tratamento empregados, pode-se observar na Tabela

2 que o grupo submetido ao tratamento com R-CHOP obteve melhor resposta

terapéutica, com 75% dos pacientes apresentando remissdo completa apds o término

do tratamento inicial instituido. Em contrapartida, pacientes submetidos ao esquema

CHOP e a outros esquemas terapéuticos, obtiveram remissdao completa em 38,1% e

33,3% dos casos, respectivamente.
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Tabela 2 - Resposta ao tratamento por tipo de QT empregada em 57 pacientes com
LBPM.

TIPO DE QT
EVOLUCAO CHOP R-CHOP OUTROS
n 21 24 12
Remisséo completa 8 (38,1%) 18 (75%) 4 (33,3%)
Progressao (6bito) 12 (57,1%) 4 (16,7%) 8 (66,7%)
Vivo com doencga 1 (4,8%) 2 (8,3%) -

52 VARIAVEIS ANATOMOPATOLOGICAS

Os achados histologicos foram varidveis, com a maioria dos casos
constituidos por proliferagdo de grandes células linfoides, com nticleos variando de
cetroblasticos a imunoblésticos, quase sempre formando ninhos celulares
compartimentalizados por fibras coldgenas delgadas (aspecto alveolar) (Figura 9).
Poucos casos mostraram predominio do componente fibroso em relagdo ao celular e,
ndo infrequente, havia associacdo com areas de necrose. Raros casos apresentavam
células de tamanho médio e, outros, com celularidade mista variando de pequenos a
médios linfocitos, em meio aos quais notavam-se algumas células gigantes, por

vezes, multinucleadas, tipo Hodgkin-like (Figura 10).
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Figura 9 - Aspecto histologico predominante com células grandes centroblasticas ou
imunoblasticas entremeadas por bandas delgadas de coldgeno (A — seta) e aspecto

alveolar (B) — 400X.

Figura 10 - Achados histologicos incomuns. A- Predominio de células de tamanho

médio; B- Celularidade mista com presenca de células gigantes Hodgkin-like (seta) —

400X.



5.3 VARIAVEIS IMUNO-HISTOQUIMICAS

Os resultados das rea¢des IHQ foram tabulados na ficha de coleta de dados e
na planilha do Excel para cada paciente, obedecendo aos critérios de avaliacdo
especificado no Quadro 5. Dentre os marcadores THQ relacionados a patogénese do
LBPM, houve positividade elevada em todos os cinco marcadores estudados, com

destaque para o IMJD2c e JAK2, expressos em mais de 90% dos casos (Tabela 3 e

Figura 11).

Tabela 3 - Resultado dos marcadores IHQ relacionados a patogénese em 63 casos de

LBPM.
MARCADOR
RESULTADO JMJD2c SOCs1 STAT6 JAK?2 PDL1
casos / N (%)
3/59 22/63 15/60 6/62 7/59
NEGATIVO
(5,1%) (34,9%) (25,0%) (9,7%) (11,9%)
56/59 41/63 45/60 56/62 52/59
POSITIVO
(94,9%) (65,1%) (75,0%) (90,3%) (88,1%)
NR 4 0 3 1 4

NR: ndo realizado.



Figura 11 - Exemplos dos achados IHQ para os marcadores relacionados a

patogénese do LBPM — JAK2. A: Caso positivo em TMA; B: Caso positivo em corte
inteiro (pequenos linfocitos reacionais negativos — setas; C: Caso negativo em corte

inteiro — 400X.

J& os marcadores relacionados ao ciclo celular, destacamos predominio de
casos positivos para topoisomerase Ila (84,1%), pl15 (76,2%), p53 (76,2%) e pl6
(61,9%) e de casos negativos para os anticorpos Ciclina E (88,7%), p63 (79,4%),
Ciclina D1 (79,4%) e Ciclina D2 (61,9%). Para os demais anticorpos (p21, p27,
Ciclina D3 ¢ mdm2), nao houve diferengca consideravel entre o total de casos
positivos e negativos. Os dados obtidos referentes as reagdes IHQ dos marcadores
relacionados ao ciclo e proliferacao celular, com excecdo do Ki-67, estdo expostos na
Tabela 4. A Figura 12 demonstra exemplos das rea¢des IHQ com destaque para os

marcadores que obtiveram os maiores indices de positividade e negatividade.



47

Tabela 4 - Resultado dos marcadores IHQ relacionados ao ciclo celular em 63 casos

de LBPM.
MARCADOR
RESULTADO Ciclina  Ciclina Ciclina  Ciclina
p15 p63 mdm?2 toplla
casos / N (%) D1 D2 D3 E
15/63 50/63 50/63 39/63 36/63 55/62 36/62 10/63
NEGATIVO
(23,8%)  (38,1%) (794%)  (794%) (61,90  (57,1%) (88,7%) (58,1%)  (15,9%)
48/63 13/63 13/63 24/63 27/63 7/62 26/62 53/63
POSITIVO
(76,2%)  (61,9%) (41,3%) (20,6%) (20,6%) (38,1%) (42,9%) (113%) (41,9%)  (84,1%)
NR 0 0 0 0 0 1 1 0

NR: nio realizado; toplla: topoisomerase Ila.
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Figura 12 - Exemplos das reagdes IHQ relacionadas ao ciclo celular, com destaque

aos marcadores com maiores indices de positividade (A) e negatividade (B) nos 63 casos de

LBPM avaliados. (400X).

Quanto aos

marcadores

de proliferacdo celular,

havia-se incluido,

inicialmente, o Ki-67 e Survivina. Contudo, durante avaliagdo do segundo, teve-se

dificuldades na padronizacao e interpretacdo das reacdes, uma vez que se observava

intensa “reacdo de fundo” e imunomarcacao nuclear débil. Optou-se, entdo, por

descartar a Survivina e incluir apenas o Ki-67. A maioria dos 63 casos, 37 (58,7%),
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possuia indice proliferativo alto, ou seja, imunomarcacdo em mais de 50% das
células neoplasicas. Em 20 casos (31,7%), o indice proliferativo foi moderado, e, em
apenas 6 casos (9,5%), avaliado como baixo (menos de 10% das células neoplasicas
positivas). Consolidando estes dados, tem-se que 90,5% dos casos apresentaram um
elevado indice proliferativo (imunomarcacdo moderada a alta). A Tabela 5

demonstra os dados obtidos na avaliacao do Ki-67.

Tabela 5 - Dados relativos a avaliacdo do Ki-67 nos 63 casos de LBPM.

KI-67
GRUPOS Baixo (<10%) Moderado (11- Alto (>50%)
50%)
CASOS / n (%) 6/63 (9,5%) 20/63 (31,7%) 37/63 (58,7%)
EXEMPLOS | + 37y '
400X s . R
( ) _" ; Al ‘_.-.._ '.'.' "‘#‘
B A s e s'-s'i_r

54 AVALIACAO DE ALTERACOES NO 9p POR FISH

Foram obtidos sinais fluorescentes em 39 (61,9%) dos 63 casos. Para os

demais casos (24 / 38,1%) as reacdes ‘“ndo funcionaram”. Em 27 (69,2%) dos 39
casos, os sinais obtidos foram de normalidade (duas copias = dois sinais) e, em 12
casos (30,8%), foram de amplificacdes. Neste Ultimo grupo, 7 casos (58,4%)
possuiam 3 copias; 3 casos (25%) possuiam 4 copias; 1 caso (8,3%) possuia 5 copias;
e em 1 caso (8,3%) a amplificacdo encontrada foi em “clusters”. Os resultados das

reagoes de FISH para cada caso estdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6 - Resultados do FISH (9p) em 63 casos de LBPM.

FISH 9p
- ] “Ganhos / )
INTERPRETACAO Normais o “Nao funcionaram”
Amplificados”
27/39 12/39 24
CASOS
(69,2%) (30,8%)

5.5 CORRELACOES E ASSOCIACOES ESTATISTICAS

Quando confrontados os fatores clinicos com os achados de IHQ, observou-se
que os dados clinicos com mais associagdes significativas foram os estadio clinico e
o IPI. Ambos se correlacionaram a 7 (sete) marcadores de IHQ (Quadro 7). Entre os
marcadores IHQ, foram obtidas varias associacdes significativas. No contexto destas,
observou-se que houve ampla associacdo entre os marcadores relacionados a
patogénese do LBPM, com exce¢do do PDLI1 vs JMJD2c. J& para o grupo dos
marcadores relacionados ao ciclo e proliferagdo celular, as associacdes foram
variaveis com destaque para o p21 e a ciclina D3 como os marcadores que mais se
associaram. Quando confrontados os dois grupos, chama atencdo a correlacdo da
Topoisomerase Ila e do Ki-67 com todos os marcadores IHQ da patogénese, a
exce¢do do JIMJD2c. Neste contexto, destacam-se também a correlagdo do p16 com o
JAK2 e PDL1 (Quadro 8). Os resultados do FISH ndo estiveram associadas a
nenhum dos parametros clinicos, tampouco aos marcadores IHQ da patogénese ou do
ciclo e proliferagdo celular.

Nas andlises univariadas para sobrevida global, os pardmetros clinicos que
obtiveram P significativos foram: estadio clinico agrupado (I-II e III-IV - p=0,0015),

se a doenga era restrita ou ndo ao mediastino (p=0,0003), raca (p=0,0058) e IPI
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(p<0,0001). Para os marcadores IHQ relacionados a patogénese, foram significantes
o JAK2 (p=0,0009) e o PDL1 (p=0,0007). Ja para os marcadores IHQ relacionados
ao ciclo e proliferagdo celular, o unico que se correlacionou a sobrevida global foi o
pl16 (p=0,0058). Da mesma forma que nos testes de associa¢do, o FISH também nao
se correlacionou a sobrevida global (p=0,62). As curvas de sobrevidas para estes
parametros estdo nas Figuras 13-20.

Agregando os pacientes com base na presenga ou auséncia dos parametros
clinicos e IHQ que se correlacionaram a melhor sobrevida (IPI baixo; estadio clinico
precoce; JAK2 positivo, PDL1 positivo e p16 positivo) e utilizando um ponto de
corte menor ou igual a 4 fatores presentes dentre os 5 possiveis, sugerimos um
modelo preditor que divide os pacientes em dois grupos distintos de sobrevida, no
qual cerca de 80% dos pacientes com todos os 5 fatores presentes estavam vivos ao
término de 5 anos em comparagdo a cerca de 30% dos pacientes com 4 ou menos
fatores presentes (p=0,0003) (Figura 21). Contudo esta divisdo ndo se correlacionou
a prognostico em analise multivariada.

Quanto ao tipo de tratamento inicialmente instituido, dividiu-se os pacientes
em dois grupos, os que receberam R-CHOP e os que receberam CHOP ou esquemas
CHOP-SIMILE (04 casos com VACOP-B ¢ 01 caso com ProMACE-CytaBOM).
Deste modo a distribui¢ao dos grupos foi de 21 pacientes tratados com R-CHOP vs
29 pacientes tratados com CHOP / CHOP-SIMILE. Pacientes tratados com esquema
R-CHOP tiveram maior sobrevida global em relacdo aos tratados com CHOP /
CHOP-SIMILE (p=0121), onde cerca de 82,5% dos pacientes tratados com R-CHOP
estavam vivos ao término de 5 anos quando comparados a cerca de 48% dos

pacientes tratados com CHOP/CHOP-SIMILE (Figura 22).
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Na andlise multivariada através do modelo de regressao de COX, em que
todos os parametros com p<0,2 nas analises univariadas foram incluidos no modelo,
quatro parametros mostraram ter associacao independente com sobrevida (estadio
clinico agrupado, raga, IPI ¢ o pl16) - p < 0,0001. Para estes parametros, temos as
seguintes interpretagoes:

D Para o estddio clinico agrupado, pacientes com estadio I-II tém
aproximadamente 95% menos chance de 6bito que os pacientes de estadio III-IV, ou
seja, este ultimo grupo tem aproximadamente 20 vezes mais risco de obito que os
primeiros;

(I)  Para o IPI isolado, o aumento de 1 grau aumenta o risco de 6bito por um fator
de 6,9. Para um aumento de 2 graus, o risco aumentara por um fator de 6,922, ou
seja, 47,61 vezes;

(IIT)  Individuos da raca negra t€ém 9,64 vezes mais risco de dbito que os pacientes
da raga branca (ver Tabela 7);

(IV)  Pacientes com pl6 positivo tém aproximadamente 82,41% menos chance de
obito que os pacientes que tem pl6 negativo, ou seja, este ultimo grupo tem 5,6

vezes mais risco de obito que pacientes com tumores p16 positivos.
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Tabela 7 — Caracteristicas clinicas, evolutivas e resultado do pl16 nos pacientes de
raca negra (n=5 casos).

Caso Procedéncia Idade EC IPI QT Seguimento Resultado Desfecho
TIPO (meses) do p16
18 UNICAMP 66 IVB 4 CHOP 1 - OB
30 HSCSP 81 IVA 4 ? 1 + OB
32 HSCSP 26 IIB 1 CHOP 101 + VSD
48 HCB 32 A 1 ? 3 + OB
58 HSCSP 54 IVB 3 R-CHOP 8 + OB

EC: estadio clinico; OB: dbito pela doenga; VSD: vivo sem doenca; ?: Dado ndo obtido.
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Figura 13 - Sobrevida global relacionada ao estadio clinico agrupado (n = 61/63).
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Figura 14 - Sobrevida global relacionada ao sitio da lesdo (n = 61/63).
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Figura 15 - Sobrevida global relacionada ao IPI agrupado (n = 59/63).
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Figura 16 - Sobrevida global relacionada ao IPI isolado (n = 59/63).
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Figura 17 - Sobrevida global relacionada a raga (n = 60/63).
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Figura 18 - Sobrevida global relacionada ao resultado do p16 (n = 61/63).
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Figura 19 - Sobrevida global relacionada ao resultado do JAK2 (n = 60/63).
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Figura 21 - Sobrevida global relacionada a presenca ou auséncia dos fatores com p
significantes associados a sobrevida (IPI baixo; estadio clinico inicial; JAK?2

positivo, PDL1 positivo e p16 positivo) (n=57/63).
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Quadro 7 - Associagdo dos parametros clinicos com marcadores IHQ e FISH 9p.

PROTEINAS E FISH9p

P15 | P16 | P21 P27 | P53 | P63 | Cdl | Cd2 | Cd3 | CE | Mdm2 | Ki67 | Top2 | JIMJID | SOCS | STAT6 | JAK2 | PDL1 | FISH9p

“Bulky” NS | NS | NS NS | NS | NS | NS | NS NS | NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
EC_AGR | NS | NS | 0,007 | 0,007 | NS | NS | NS | NS | 0,003 | NS NS 0,03 | 0,01 NS NS 0,03 0,003 | NS (p;)sj)
GENERO | NS [ NS | NS NS | NS | NS | 0,03 | NS NS | NS NS NS NS NS NS NS NS NS (pl_\IOSA)
HB NS | NS | NS NS | NS | NS | NS | NS NS | NS NS NS NS NS NS NS NS NS (piOSDS)
IDADE NS | NS | NS NS | NS | NS | NS | NS NS | NS NS NS NS NS NS NS NS NS (piosﬁ)
IPI_AGR | NS | NS | NS 0,02 | NS | NS | NS | NS | 0,007 | NS NS NS 0,02 NS 0,04 0,03 0,003 | 0,03 (p;I%7)
LDH NS | NS | NS NS | NS | NS | NS | NS NS | NS NS NS NS NS NS NS NS NS (p;I()S.ﬁ)
RACA NS | NS | NS NS | NS | NS | NS | NS NS | NS NS NS NS NS NS NS NS NS (p;IlS?O)
SINT B NS | NS | NS NS | NS | NS | NS | NS NS | NS NS NS NS NS NS NS NS NS (p;IOSJ)
SITIO NS | NS | 002 | 002 | NS | NS | NS | NS NS | NS NS NS NS 0,02 NS NS 0,01 NS (pI:\IOSA)
(p=0.6)

NS: p ndo significante (p>0,05).

EC_AGR: estadio clinico agrupado (I-II e III-IV); HB: hemoglobina; IPI_AGR: IPI agrupado (I-II e III-IV); SINT B: sintomas B; Sitio: restrito ao mediastino ou

nao.

Cdl: ciclina D1; Cd2: ciclina D2; Cd3: ciclina D3; CE: ciclina E; Top2: Topoisomerase Ila.
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Quadro 8 - Associagdo dos marcadores IHQ estudados entre si e com o FISHp.

P15 P16 P21 P27 P53 P63 Cd1 Cd2 Cd3 CE | MDM2 | KI67 TOP2 [ JMJID | SOCS | STAT6 | JAK2 PDL1 FISH9p

P15 NS #0,01 NS NS NS NS NS #0,01 NS #0,01 NS NS NS NS NS NS NS NS (p=0,64)
P16 NS NS NS #0,01 NS NS NS #0,03 NS *0,009 #0,03 NS NS NS *0,02 *0,006 | NS (p=0,71)
P21 *0,001 | *0,00 | *0,02 | *0,00003 | NS | *0,00007 | NS *0,01 NS #0,003 NS NS NS NS #0,03 | NS (p=0,17)
P27 *0,0001 | NS NS NS *0,004 | NS | *0,0002 NS NS NS NS NS NS #0,03 | NS (p=0,73)
P53 NS NS NS NS NS | #0,0001 NS NS NS NS NS *0,02 NS NS (p=0,44)
P63 NS NS NS *0,03 NS *0,009 NS NS NS NS NS NS NS (p=0,13)
cd1 NS #0,01 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS (p=0,69)
Cd2 NS NS NS NS NS NS NS NS NS #0,03 | NS (p=0,08)
Cd3 NS NS *0,01 #0,03 NS NS NS NS NS NS (p=0,49)
CE NS NS NS NS NS NS NS NS NS (p=0,17)
MDM2 NS NS NS NS NS NS NS NS (p=1,0)
K167 #0,00004 | NS #0,002 | #0,0004 | #0,002 #0001 | NS (p=1,0)
TOP2 NS #0,02 #0,0004 | *0,004 | *0,0004 | NS (p=1,0)
JMJID #0,02 #0,01 #0,02 NS NS (p=1,0)
SOCS *0,003 | *0,0008 | *0,002 | NS (p=10)
STAT6 *0,0005 | *0,002 | NS (p=0,66)
JAK?2 *0,00002 | NS (p=1,0)
PDL1 NS (p=1,0)

Cd1: ciclina D1; Cd2: ciclina D2; Cd3: ciclina D3; CE: ciclina E; Top2: Topoisomerase Ila; NS: p ndo significante (p>0,05); #= Correlagdes diretas; *=
Correlagdes inversas.
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6 DISCUSSAO

O pl6 ¢é uma proteina supressora tumoral, cuja principal funcao ¢
regular o ciclo celular controlando a progressao G1-S (bloqueia o complexo ciclina-
CDK). Ha inumeros trabalhos correlacionando mutagdes ou fendmenos epigenéticos
ao bloqueio da fungdo supressora desta proteina. Estas alteragdes tém sido
consideradas como uma das possiveis vias de patogé€nese em algumas neoplasias,
como carcinomas pancreatico, gastrico, esofagico, pulmonar e prostatico (ROCCO e
SIDRANSKY 2001; REINHARDT e SCHUMACHER 2012). Como um
biomarcador, tém sido associado ao progndstico em pacientes com carcinoma de
células escamosas da orofaringe associado a infec¢ao pelo papiloma virus humano
(BARBER et al. 2013). Estudos originais demonstram alteragcdes moleculares
(delecao, inativagdo e metilagdo) associadas ao pl6 em cerca de 10% dos casos de
LBPM (SCARPA et al. 1999; SCARPA et al. 2001). Em nossa casuistica, 61,9%
(n=39/63) dos casos expressaram este marcador pela IHQ. De maneira interessante,
dentre todos os marcadores IHQ de ambos os grupos estudados, o pl6 foi o Gnico
com valor prognoéstico independente, ¢ de forma que pacientes cujos tumores
expressam pl6 possuem, aproximadamente, 82,41%, menor chance de 6bito quando
comparados aos pl6-negativos (p<<0,0001). Ele correlacionou-se estatisticamente ao
JAK2 e PDLI. Esta associagdo possivelmente explica-se tanto por uma questdo
topografica, uma vez que o gene CDKN2A esta localizado também na regido 9p,
como por uma questdo funcional, j4 que pl6 ¢ um supressor tumoral e estaria

contrapondo as atividades protooncogénicas do JAK2 e PDLI1. Levando em
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consideragdo estes achados e a baixa probabilidade das alteragdes génicas pontuais
descritas para o pl6 estarem envolvidas na patogénese do LBPM, ganhos no 9p
gerariam consequéncias dicotdmicas no LBPM, de um lado, ativagdo da proliferacao
e diferenciacdo celular através da via JAK-STAT e, do outro, aumento da fungao
supressora do p16 e p53 (ver adiante).

Observamos uma associacao direta do pl6 com a ciclina E. Esta ultima
proteina promove fosforizagdo e ativagdo da expressdo génica que levam a
progressdo da fase G1-S no ciclo celular, sendo associada a patogénese em alguns
tumores como de mama, colon, bexiga, pele, pulmido e neoplasias hematoldgicas
(DONNELLAN e CHETTY 1999; MINELLA et al. 2008). Nos casos estudados
88,7% foram negativos para ciclina E, sugerindo que possivelmente a expressao e
funcdo da ciclina E ¢ regulada negativamente nos pacientes que expressam plo6.
Sendo o pl6 um dos principais inibidores da atividade do complexo de ciclina, sua
auséncia implica perda de um importante mecanismo de controle do ciclo celular. A
restauragdo da expressdo de pl6 também ¢ alvo de estudos, apresentando a
capacidade de inibir o crescimento de células derivadas de diversos tumores,
incluindo glioblastoma (HAMA et al. 2003; KIM et al. 2003), de prostata (STEINER
et al. 2000), de mama (CAMPBELL et al. 2000) e outros. Portanto, pacientes com
tumores pl6 negativos em LBPM poderdo ser beneficiados com terapias que
restaurem a expressao e funcdo proteica deste gene, sendo também um provavel alvo
terapéutico.

Relatos da literatura apontam para a importancia de alteragdes numéricas
relacionadas ao brago curto do cromossomo 9 na patogénese do LBPM, por ativarem

vias de sinalizacdo que promovem a proliferacdo e a diferenciacdo celular, escape do
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sistema imune e alteragdes epigenéticas (BENTZ et al. 2001; LENZ et al. 2008;
STEIDL e GASCOYNE 2011; TWA e STEIDL 2014). O presente estudo avaliou a
expressao proteica por IHQ de genes relacionados a esta alteracdo em 63 casos de
LBPM procedentes de 5 institui¢des do Estado de Sdo Paulo. Encontramos altas
expressoes proteicas destes marcadores, com destaque para os genes localizados na
regido 9p (94,9% para o JMID2c; 90,3% para o JAK2 e 88,1% para o PDLI),
corroborando achados moleculares de hiperexpressdo para estes genes no LBPM
(GREEN et al. 2010; RUI et al. 2010; TWA e STEIDL 2014).

Utilizamos a THQ para detec¢do da expressdo proteica destes marcadores,
com achados favoraveis para o uso desta técnica em casos de LBPM. Salientam-se os
beneficios da THQ como um método barato, em comparacdo com outras técnicas,
bem como a facilidade e seguranca na utilizagdo em amostras fixadas em formol e
armazenadas em blocos de parafina. Quanto a avaliagdo técnica destes marcadores,
destaca-se a imunomarcagdo nuclear forte e homogénea nas células neopléasicas para
o JAK2, com muitos casos evidenciando pequenos linfocitos reacionais negativos
(Figura 11). Apesar do JAK-2 ser uma proteina ancorada a membrana celular, este
achado sugere possivel ativagdo da via JAK-nuclear STAT-independente do JAK2
no LBPM (Figura 3), corroborando trabalhos que descrevem a ocorréncia desta
ativacao em outras neoplasias (NILSSON et al. 2010; DAWSON et al. 2011; QIAN
etal. 2011).

Avaliando as curvas de sobrevida, demonstramos que a positividade IHQ para
JAK2 e PDLI se correlacionou a um melhor progndstico nos casos estudados. Ao
término de 5 anos de seguimento, cerca de 65% dos pacientes que expressaram estes

marcadores estavam vivos quando comparados a 0% dos casos negativos (JAK2 com
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p=0,0009 e PDL1 com p=0,0007). Estes achados sao ao mesmo tempo intrigantes, ja
que esperariamos o contrario seguindo o raciocinio que a via JAK-STAT estaria
ativada. Nao obstante, a imunomarcac¢ao nuclear para o JAK2 muito provavelmente
revela a importancia da via JAK-nuclear frente a via JAK-STAT no LBPM. Tem-se
associado a ativacdo da via nuclear a um fendtipo supressor tumoral para o JAK2,
possivelmente por induzir a expressio de p53 (QIAN et al. 2011). Isto talvez
justifique os achados estatisticos. O p53 desempenha uma fungdo supressora tumoral
por ativar reparo no DNA, controlar a progressdo do ciclo celular e promover
apoptose (SANCHEZ-BEATO et al. 2003; FRITZ ¢ FAJAS 2010). Encontramos
76,2% dos casos positivos para este marcador. Quando avaliamos o Quadro 8§,
observamos associagdes direta do p53 com MDM2 e inversas com p21 e p27. A
maioria dos casos foram negativos para estes trés ultimos marcadores ¢ houve
associagdo estatistica direta entre eles. Estas interagcdes demonstram uma complexa
relacdo na expressdao proteica destas proteinas, com provavel ativagdo do p53 em
LBPM. Possivelmente ele bloqueia a progressao do ciclo celular (inativagdo do p21)
e ndo sofre influéncia do MDM2, seu regulador negativo direto. J& o p27, que tem
funcdo supressora tumoral por também bloquear a progressao do ciclo celular, ndo
teria papel importante como supressor nos casos de LBPM estudados.

Quando se correlaciona a expressdo proteica do JAK2 e PDLI as proteinas
relacionadas ao ciclo e proliferagdo celular testadas, houve significancia estatistica
com o pl6 (JAK2 com p=0,02 e PDL1 com p=0,006), topoisomerase Ila (JAK2 com
p=0,004 ¢ PDL1 com p=0,0004) e Ki-67 (JAK2 com p=0,002 ¢ PDL1 com p=0,001).
A associagdo com os dois ultimos marcadores explica-se tanto pela ativacao da via

JAK-STAT, que promove sinalizagdo para proliferagdo celular, provavelmente,
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associada a hiperexpressao do JAK2, como por alteragdes no microambiente tumoral
provocadas pela provavel hiperexpressao de PDL1, que bloqueia a resposta imune
via linfocito T do hospedeiro, favorecendo a prolifera¢ao celular (MEIER et al. 2009;
HUTCHINSON e WANG 2011). Estes achados corroboram a expectativa de que
estes marcadores alterados no LBPM poderdo constituir possiveis biomoléculas,
distinguindo grupos de pacientes com a expectativa do uso de imunoterapia isolada
ou associada (WALZ et al. 2006; RUI et al. 2010; YOUNES et al. 2012; RITZ et al.
2013; HANNA et al. 2014; HAO et al. 2014; HATZIMICHAEL et al. 2014;
HAMLIN 2014; LINES et al. 2014; TWA e STEIDL 2014; TWA et al. 2014;
WAGNER 2014).

Embora tenhamos detectado ganhos no cromossomo 9p, através da sonda
comercial JAK2 (9p24) Break (Kreatech Diagnostics®), os achados ndo se
correlacionaram a nenhum marcador IHQ, dados clinicos ou curva de sobrevida.
Estas alteracdes foram encontradas em 30,8% dos casos estudados (n=12 / 39), que,
apesar da utilizagdo de uma sonda monogénica comercial, sdo indices semelhantes
aos detectados quando do emprego de sondas in house na literatura para FISH.
MEIER et al. (2009), utilizando uma sonda in house para JAK2, encontraram ganhos
de 9p em 35% (n=6/ 17) dos casos estudados em amostras de TMA. Neste estudo foi
considerado ganho a presenca de 3 ou mais sinais, em mais de 5% das células
avaliadas. Considerando que foram utilizados como critérios para ganhos, no
presente trabalho, a presenca de 3 ou mais sinais em pelo menos 20% das células,
conclui-se que ¢ pertinente a utilizagdo desta sonda como uma ferramenta auxiliar
para comprovacgao citogenética de alteragdes no 9p em LBPM. Assim como MEIER

et al. (2009), também ndo foi encontrado nenhuma translocagdo associada ao JAK2
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nos casos estudados. Atribuimos a utilizacdo de amostras fixadas em formalina e
incluidas em parafina, o tempo de armazenamento, a escassa representatividade de
tecido em alguns casos e a utilizagdo de uma sonda monogénica, sem marcagao
centromérica concomitante, como fatores contribuintes para as falhas no emprego
desta técnica (nesta casuistica 24 / 63 (38%) das reac¢des “ndo funcionaram”). Nesse
contexto, atribuimos a nao correlacao estatistica entre a presenca de amplificagdo ¢ a
hiperexpressao IHQ ao pequeno nimero de casos detectados.

Quanto aos achados clinicos / evolutivos, descricdes de que o LBPM acomete
preferencialmente adultos jovens, com mediana de idade de 35 anos, predominando
no sexo feminino (2:1), com sobrevida em 5 anos de 65%, doenga comumente
restrita a0 mediastino na maioria dos casos, sendo que o envolvimento sistémico
além do térax e estddio Ann Arbor III/IV sdo incomuns ao diagndstico inicial
(SAVAGE 2006, GAULARD et al. 2008, MARTELLI et al. 2008; STEIDL ¢
GASCOYNE 2011; DABROWSKA-IWANICKA ¢ WALEWSKI 2014). AOKI et
al. (2014) em uma casuistica de LBPM japonesa, associaram valor prognostico e
impacto terapéutico a ocorréncia de derrame pleural ou pericardico nos casos
diagnosticados. Estes pacientes se beneficiaram com terapia mais agressiva em
comparagdo com os demais casos. No presente trabalho, a casuistica apresentada
também foi de pacientes jovens (mediana de 30 anos), porém, sem predominancia de
género e com 57,3% dos pacientes vivos durante um seguimento médio de 63,9
meses neste grupo. A maioria destes pacientes (79,4%) foi diagnosticada com bulky
mediastinal, doenga restrita ao mediastino em 68,3% dos casos e baixo estadio
clinico (Ann Arbor I ou II) em 59,1%. Tanto estadio clinico alto (40,9% dos casos

Ann Arbor III ou IV) quanto IPI alto (40,6% dos casos risco intermediario alto ou
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alto risco) correlacionaram-se a progressao da doenga e 6bito (estadio com p=0,0015
e IPI com p=0,0001). Em analise multivariada, estes dois pardmetros também foram
fatores independentes de prognostico (p<0,0001), em que, para o estadio clinico
agrupado, pacientes com estadio III-IV possuem aproximadamente 20 vezes mais
risco de obito quando comparados aos com estadio I-II. Ja para o IPI, o aumento de
um grau (IPI 1 para 2) aumenta o risco de 6bito por um fator de 6,9 vezes. Achados
de estadio clinico alto nesta casuistica, divergem um pouco os da literatura que
apontam a ocorréncia em menos de 30% dos casos (JOHNSON et al. 2008;
DUNLEAVY et al. 2013). Aqui, 40,9% dos pacientes foram Ann Arbor III ou IV e,
muito provavelmente, o retardo em buscar um servico médico deve ter influenciado
no estadio clinico, conforme relatado em pacientes com linfoma difuso de grandes
cé¢lulas B em nosso meio (XAVIER et al, 2014). Contudo, pela topografia e o
crescimento da massa mediastinal, compartilhamos também da opinido que em
muitos casos ¢ dificil a distingdo entre o estadio II vs IV (disseminagdo VS invasao de
estruturas adjacentes). Dezenove casos (30,2%) possuiam estadio IV ao diagndstico,
sendo que destes 6/19 (31,6%) possuiam comprometimento pulmonar e 2/19 (10,5%)
lesdo cardiaca / pericardica. Como descrito na literatura, a ocorréncia de doenca fora
da topografia toracica ¢ rara ao diagndstico (GAULARD et al. 2008). Nos casos
estudados, dentre os 19 com estadio IV, foi descrito 1 (5,2%) com lesdo hepatica, 1
(5,2%) com lesdao renal e 1 (5,2%) com lesdo no sistema nervoso central ao
diagnostico. Recentemente, PAPAGEORGIOU et al. (2014) descreveram
acometimento gastrico ao diagnostico em pacientes gregos com LBPM. Portanto,
apesar de raro, o diagnostico diferencial de LBPM devera ser cogitado diante de

achados histoldgicos e clinicos compativeis, em processos linfoproliferativos extra-
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ganglionares de alto grau e com imunofenétipo B. Neste contexto, levantamos ainda
a discussdo para o critério de exclusdo adotado, de acometimento da medula 6ssea ao
diagnéstico. A WHO 2008 (JAFFE 2008) descreve que pacientes com massa
mediastinal e acometimento da medula 6ssea (estadio IV), provavelmente, devem
corresponder a casos de LDGCB com acometimento mediastinal secundario e ndo
primario. Dois (2,27%), dos 88 casos levantados no periodo, foram excluidos por
este critério. Sugerimos que, da mesma forma que o acometimento de Orgdos
extratoracicos seja possivel ao diagnostico de LBPM, o acometimento da medula
Ossea faga parte da progressio da doengca mediastinal, ndo sendo um critério
fidedigno para exclusao de LBPM.

Os achados histolégicos foram varidveis, porém em nenhum caso
encontramos alteragdes divergentes das classicas descritas na literatura (GAULARD
et al. 2008; MARTELLI et al. 2008). Chama aten¢@o a presenga de células Hodgkin-
like em alguns casos que poderiam ser morfologicamente caracterizados como LHC
(PAULLI et al. 1999; GAULARD et al. 2008). Esta semelhanga morfologica
correlaciona-se as semelhangas descritas no ambito molecular entre o LBPM ¢ LHC
(SHIPP et al. 2002; SAVAGE et al. 2003; SAVAGE 2006). Para diferenciagdo, o
estudo IHQ ¢ fundamental ao demonstrar que estas células possuem imunomarcagao
forte e difusa para CD20. Outro diagnostico diferencial importante e dificil para este
contexto de semelhancas morfoldgicas, IHQ, moleculares e clinicas, seria o linfoma
de células B, inclassificavel, com aspectos intermediarios entre LDGCB ¢ LHC
(JAFFE et al. 2008). Compartilhamos do pensamento que estes, na verdade, seriam
descri¢des de aspectos intermediarios entre dois polos, de um lado o LBPM e no

outro o LHC. A interse¢do de achados histologicos e IHQ poderiam ser atribuidos a



68

amostragem avaliada e as variacdes moleculares correlacionadas ao bindémio
neoplasia-hospedeiro, tornando possivel suspeita-se de trés diagnosticos histologicos
para o mesmo caso (LBPM, LHC ou linfoma de células B, inclassificavel, com
aspectos intermediarios entre LDGCB e LHC). Neste cenario, destacamos a
importancia de estudos como este que buscam caracterizar novos achados que,
correlacionados a outros ja descritos, poderiam distinguir estas entidades e
possibilitar uma conduta terapéutica especifica.

Os casos foram tratados com diversos esquemas de QT, sendo que o esquema
R-CHOP foi utilizado em 42,1% dos casos, CHOP em 36,8% dos casos e outros
esquemas em 21,1% dos casos. Quando analisamos o desfecho ¢ perceptivel a
melhor resposta terapéutica ao esquema R-CHOP, com remissdo completa em 75%
dos pacientes apds o término do tratamento inicial. Em contrapartida, pacientes
submetidos ao esquema CHOP e a outros esquemas terapéuticos, apresentaram
remissdo completa em apenas 38,1% e 33,3% dos casos, respectivamente.
Agrupando os pacientes tratados com R-CHOP vs CHOP/CHOP-SIMILE, o
primeiro grupo obteve melhor sobrevida global quando comparado ao segundo
(p=0,0121) (Figura 22). Estes dados corroboram a eficicia do uso do R-CHOP nao
s0 para 0 LDGCB como também para o LBPM (ZINZANI et al. 2009; RIEGER et
al. 2011; VASSILAKOPOULOS et al. 2012; DUNLEAVY et al. 2013), podendo ser
o0 esquema inicial de elei¢do para estes doentes. Entretanto, ndo ha ainda na literatura
um consenso para o tratamento padrdo no LBPM. Apesar da boa resposta ao
esquema R-CHOP, cerca de 30% dos pacientes evoluem com progressao ou recaida
necessitando de RT consolidativa ou esquemas mais intensos. Nesta casuistica, a RT

foi empregada em 47,6% dos casos sempre como terapia de consolidagdo ou nos
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casos com resposta parcial ao primeiro esquema de QT instituido. DUNLEAVY et
al. (2013) propdem o uso de DA-EPOCH-R como um possivel tratamento padrao em
LBPM. Referem que este esquema possui toxicidade semelhante aos demais,
aumenta a taxa de sobrevida livre de doenga, diminui as taxas de recidiva e reduz
drasticamente o uso de RT nestes doentes. Neste contexto, sugere-se novos estudos
prospectivos que possam agregar fatores progndsticos (clinicos e IHQ) na
estratificacdo de pacientes com LBPM, associando estes grupos a estratégias
terapéuticas distintas que possam otimizar custos, diminuir efeitos adversos,
melhorar sobrevida e diminuir recidiva.

Intrigantemente, raga negra foi um fator independente associado a pior
sobrevida (p < 0,0001), com 9,64 vezes mais risco de 6bito que os pacientes da raga
branca. Avaliando a Tabela 7 que mostra as caracteristicas clinicas e evolutivas dos 5
casos (7,9%) com este critério, observamos que se tratam de pacientes em média
maiores que 50 anos, com estadio clinico e IPI altos, na maioria tratados com CHOP
e com seguimento clinico curto. Nao ha nenhum relato na literatura para esta
associagdo em LBPM. Recentemente SHIN et al. (2014), relataram o impacto
negativo na sobrevida de pacientes masculinos negros com cancer de mama em uma
casuistica com 4279 homens nos Estados Unidos da América. Outros estudos
também revelam possivel associagdo com pior sobrevida em pacientes da raga negra
com cancer de endométrio e préostata (ELSHAIKH et al. 2013; MAHAL et al. 2014).
Contudo, para esta casuistica de LBPM, ndo podemos descartar um viés de sele¢ao
como possivel responsavel pela associacdo estatistica. Todos estes pacientes sdo
originados do Sistema Unico de Saude Brasileiro, esbarrando em inumeros fatores

que retardam o diagnostico e tratamento. Neste aspecto, observa-se que 4 / 5 casos
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morreram em no maximo 8 meses apos o diagnoéstico. O pequeno numero de casos
também ¢ um fator a ser considerado. Ha necessidade de um numero maior de
estudos que possam avaliar a reprodutibilidade deste achado em casuisticas distintas
e com maior nimero de pacientes.

No ambito nacional, MELLO em 2010 descreveu aspectos clinicos e
evolutivos de 44 pacientes diagnosticados no ACCCC no periodo de 1989 a 2007
com achados semelhantes aos aqui descritos. DE MELLO et al. (2011), utilizando 22
casos desta mesma casuistica que possuiam materiais bioldgicos fixados em formol e
embebidos em parafina, concluiram que a positividade para MUMI1 foi um fator
prognostico adverso (p=0,002). O MUMI esta associado a diferencia¢do linfoide,
sobretudo para o polo plasmocitario. Funciona como um importante regulador da
expressao génica mediada por interferons e outras citocinas (FALINI et al. 2000). O
presente trabalho incluiu alguns destes casos anteriormente descritos, entretanto, por
ndo ser objeto de estudo, o MUM1 bem como a classificagdo de HANS e derivadas
nao foram avaliadas. Nao obstante, sugere-se a inclusio do MUMI1 aos demais aqui
descritos (p16, JAK2 e PDL1) para estratificagdo de grupos prognosticos em LBPM.
Com a inclusdo de novos casos do proprio hospital somados aos de outros centros, a
presente casuistica ganha notéria importdncia servindo de referéncia na
caracterizagdo do LBPM em nosso pais e na América do Sul.

Em resumo, descrevemos caracteristicas clinicas, evolutivas, terapéuticas e
IHQ em 63 casos de LBPM. Ressaltamos a utilidade da IHQ como ferramenta
acessivel para a selecdo de pacientes com marcadores proteicos favoraveis ao
prognostico (JAK2, PDL1 e pl6), bem como a eficacia do esquema R-CHOP no

tratamento inicial da maioria dos casos de LBPM. Sugerimos um modelo
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prognoéstico que estratifica os pacientes em dois grupos distintos de evolugao clinica,
com base na presenca ou auséncia dos parametros que aqui se correlacionaram a
prognostico (Figura 21). Para tanto, reiteramos a necessidade de mais estudos que
possam aplicar os achados demonstrados isoladamente ou associados a outros da

literatura em LBPM.
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CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que a expressdo por IHQ de marcadores
recentemente associados a patogénese do LBPM e relacionados a alteragdes
no cromossomo 9p, bem como marcadores associados a proliferagdo e ciclo
celular, poderdo ser utilizados como possiveis ferramentas auxiliares na
estratificacdo de pacientes com LBPM em grupos prognoésticos e terapéuticos.
Pacientes com fatores prognosticos favoraveis possivelmente se beneficiardo
de terapias menos agressivas, com menor custo e comorbidade. Pacientes
com auséncia de fatores prognoésticos favoraveis poderdo se beneficiar com
terapias mais agressivas, aumentando a sobrevida e diminuindo as chances de
recidivas;

O esquema R-CHOP possui maior eficicia e taxa de remissdo em LBPM,
podendo ser utilizado como terapia inicial;

A amplifica¢do de 9q ocorreu em 12/39 casos avaliaveis (30,8%), frequéncia
semelhante a da literatura quando empregada a técnica de FISH; ndo foi
observada correlacdo entre a amplificagdo e a expressdo das proteinas
estudadas, nem com a sobrevida dos pacientes;

Houve frequente associacdo entre os marcadores de proliferacdo e de ciclo
celular entre si e com os relacionados ao 9p;

A hiperexpressao IHQ do pl6 corresponde a um marcador biomolecular

isolado robusto associado a melhor prognéstico em LBPM; Pacientes pl6
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negativos poderdo ser beneficiados com terapias que restabelecam a
expressao / fungdo proteica deste gene;

A expressao nuclear de JAK2 provavelmente esta associada a ativagdo da via
JAK-nuclear. Esta possivelmente confere ao JAK2 um fenétipo supressor
tumoral nos casos de LBPM estudados;

A expressao IHQ de JAK2, PDL1 e pl6, associadas a estadio clinico e IPI
baixos (I ou II e 1 ou 2, respectivamente), sdo fatores progndsticos
relacionados a sobrevida global mais favoravel e poderdo integrar um modelo
preditor em LBPM para selegdo de pacientes em grupos prognosticos e
terapéuticos; a ITHQ podera ser utilizada como ferramenta auxiliar acessivel
na detec¢ao da expressdo proteica de JAK2 e PDLI, estratificando pacientes
que poderdo ser potencialmente beneficiados com terapias alvos /

imunoterapia.
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QUANTIDADE:
50% [
27- P63

INTENSIDADE:

QUANTIDADE:
50% [

28- CICLINA D1
INTENSIDADE:

QUANTIDADE:
50% [

29- CICLINA D2
INTENSIDADE:

QUANTIDADE:
50% |

30- CICLINA D3
INTENSIDADE:

QUANTIDADE:
50% [
31- CICLINAE

INTENSIDADE:

QUANTIDADE:
50% [
32- MDM-2

INTENSIDADE:

|

QUANTIDADE:
50% [

(0) Negativo
] p53_int
(0) Negativo

1p53 %

(0) Negativo
] p63_int
(0) Negativo

1p63_%

(0) Negativo

[ Jcicl_dl_int

(0) Negativo

] cicl_d1_%

(0) Negativo
[ ]cicl_d2_int
(0) Negativo

] cicl_d2_%

(0) Negativo
[ 1cicl_d3_int
(0) Negativo

] cicl_d3_%

(0) Negativo
[ Jcicl_e_int
(0) Negativo

] cicl_e_%

(0) Negativo

] mdm2_int

(0) Negativo

1 mdm2_%

33- TOPOISOMERASE-2a

INTENSIDADE:

—
QUANTIDADE:

50% [

34- Ki-67

(0) Negativo

] top2a_int

(0) Negativo

]top2a _%

(1) Leve

(1)1a 5%

(1) Leve

(1)1a 5%

(1) Leve

(1)1a 5%

(1) Leve

(1)1a 5%

(1) Leve

(1)la 5%

(1) Leve

(1)1a 5%

(1) Leve

(1)la 5%

(1) Leve

(1)1a 5%

(1) Baixo (<10%) (2) Moderado (10-50%)
1ki_67

(2) Moderado

(2) 6 a 20%

(2) Moderado

(2) 6 a 20%

(2) Moderado

(2) 62 20%

(2) Moderado

(2) 6 a 20%

(2) Moderado

(2) 6 2 20%

(2) Moderado

(2) 6 2 20%

(2) Moderado

(2) 6 2 20%

(2) Moderado

(2) 6 2 20%

®)

(3) Intenso

(3) 21 a 50%

(3) Intenso

(3) 21 a 50%

©)

(3) 21 a 50%

®)

(3) 21 a 50%

®)

(3) 21 a 50%

©)

(3) 21 a 50%

(3) Intenso

(3) 21 a 50%

(3) Intenso

(3) 21 a 50%

Alto

(4) >

4) >

Intenso

(4) >

Intenso

4) >

Intenso

4) >

Intenso

(4) >

4) >

(4) >

(>50%)



35- JMJID2c

INTENSIDADE: (0) Negativo (1) Leve

[ ]jmjd2c_int
QUANTIDADE: (0) Negativo 1)1a 5%
50% [ ]jmjd2c_%
36- SOCS1
INTENSIDADE: (0) Negativo (1) Leve

[ 1socsi_int

QUANTIDADE: (0) Negativo (1)1a 5%
50% [ ]socsl %
37- STAT6
INTENSIDADE: (0) Negativo (1) Leve

[ ] stat6_int
QUANTIDADE: (0) Negativo 1)1la 5%
50% [ ]stat6 %
38- JAK2
INTENSIDADE: (0) Negativo (1) Leve

[ ] jak2_int
QUANTIDADE: (0) Negativo (1)1a 5%
50% [ liak2 %
39- FISH (0) Negativo (1) Positivo

[ ]fish

Numero de cépias:

(2) Moderado

(2) 6 a 20%

(2) Moderado

(2) 6 a 20%

(2) Moderado

(2) 62 20%

(2) Moderado

(2) 6 a 20%

(2) N&o avaliado

(©)

(3) 21 a 50%

(3) Intenso

(3) 21 a 50%

(3) Intenso

(3) 21 a 50%

(3) Intenso

(3) 21 a 50%

Intenso

(4) >

4) >

(4) >

4) >



Anexo 2 - Carta de Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa-CEP

O Hospnta! | ey
A.C.Camargo , Comité de Etica em

Pesquisa - CEP

Centrode Tr Ensino e Pesquisa em Car_;cer
Sdo Paulo, 04 de margo de 2013.

Ao k
Dr. José Vassallo. '

Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 1552/11

“Caracterizaciio da expressdo protéica dos marcadores relacionades a prohi‘erag:ao
celular nos linfomas de grandes células B primdrios do mediastino e sua relagio com
fatores clinicos e patologicos”.

Os membros do Comité de Ktica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagéio
" Antonio Prudente — Hospital do Céancer - A.C. Camargo/SP, em sua tltima reunifio de
26/02/2013, tomaram conhecimento e aprovaram os seguintes documentos:

- » Comunicado sobre mudan¢a de nivel de mestrado para doutorado do aluno Carlos

Augusto Moreira Silva, datado de 20 de janeiro de 2013;
> Emenda a0 projeto com alteragdio de titulo, datada de 20 de janeiro de 2013.

Atenciosamente,

Dl\':$ 3[:; L ross}
do

1° Vlce-Coorden Etica em Pesquisa

nm

Fundac3o Antonic Prudente — CNPJ/MF N, 60,961.968/0001-06
Rua Prof. Anténio Prudente, 211 — Liberdade — S8o Paule, SP — 01508-8G0
Telefone: {11) 2185-5000
WWW.accamargo.org.br



