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RESUMO

Andrade VP. Estudo de fatores moleculares prognésticos e preditivos
do linfoma nao-Hodgkin difuso de grandes células B através de tissue
microarrays Sao Paulo; 2006. [Tese de Doutorado-Fundagdo Antdnio
Prudente].

Os linfomas difusos de grandes células B (LDGCB) compdem um grupo
heterogéneo do ponto de vista clinico, morfolégico, molecular e de resposta ao
tratamento. O indice Prognéstico Internacional (IP1) é o fator prognéstico mais
importante mas os avangos no conhecimento molecular permitiu a identificagcéo
de subgrupos baseados no perfil ontogenético do linfécito B (“centro
germinativo” vs. “linfécito ativado”) com diferengas prognédsticas independente
do IPl. Avaliamos a expressao protéica por tissue microarrays de proteinas
relacionadas ao ciclo celular, apoptose, diferenciacao do linfécito e resposta a
citocinas/metabolismo oxidativo em 109 pacientes adultos com LDGCB nodal
diagnosticados e tratados com esquema baseado em antraciclina no Hospital
do Céancer AC Camargo. RESULTADOS: As variaveis estagio clinico,
remissdo completa, IPIl, p53, OCT2, ciclina G1 e B1 e NF-kappaB mostraram
significancia estatistica (p< 0,05) para a sobrevida cancer-especifica em 5 anos
na analise univariada. A classificagdo ontogenética (CD10/BCL6/MUM1) foi
possivel mas ndo mostrou relevancia clinica (p=0,348). O modelo de regresséo
Cox incluiu apenas IPIl e remissao completa. O grupo IPI de baixo risco esteve
associado a positividade para STAT1 (p=0,017) e cJUN (p=0,041). Pacientes
com |IPl de baixo risco e evolugdo desfavoravel associaram-se a positividade
para BCL2 (p=0,029). Um algoritmo elaborado a partir da expressédo de OCT2 e
p53 foi capaz de identificar trés grupos com diferentes curvas de sobrevida
(p=0,02) CONCLUSAO: A melhor maneira de usar o conhecimento molecular
nos LDGCB ainda nao esta clara. Um modelo de classificacao multi-fungao
parece ser mais racional do que aquele baseado apenas na diferenciacao do

linfocito.



SUMMARY

Andrade VP. Predictive and prognostic factors in difuse large B-cell
lymphoma using Tissue Microarrays. S&o Paulo; 2006. [Tese de
Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

Genetic profiling has confirmed Diffuse Large B-cell Lymphoma (DLBCL)
subtypes with distinct clinical outcomes named “germinal center” (GC) and
“activated B-cell” (ABC). Apoptosis and cell cycle pathways are also of
clinical importance. We evaluated protein expression in 109 specimens from
adult patients with nodal DLBCL. METHODS: Forty-four antigens covering
cell cycle, apoptosis, lymphoid differentiation markers and cytokines
response/oxidative metabolism were studied using tissue microarray
technology. RESULTS: No statistic difference on cancer specific survival was
noted between GC and ABC profiles (p=0.348). International Prognostic
Index (IPI), complete remission, clinical stage, p53, OCT2, cyclin G1 and B1
and NF-kappaB were considered statistically significant by univariate
analysis (p<0.05). Cox regression model identified complete remission and
IPI as predictive variables. Low-risk IPl was associated to positive STAT1
(p=0,017) and cJUN (p=0,041). Patients with low-risk IPI but poor outcome
were associated with positive BCL2 (p=0,029). Grouping OCT2 and p53
results identified three subgroups with distinct survival curves (p=0,02).
CONCLUSION: A multi-pathway approach seems to be more rational for
molecular profiling of DLBCL.
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1 INTRODUGAO

1.1 LINFOMAS NAO-HODGKIN

Os linfomas ndo-Hodgkin (LNH) constituem um grupo particular de
neoplasias malignas. Cerca de 95% tem origem nas células de linhagem B
exibindo grande heterogeneidade no comportamento biolégico entre os
subtipos histolégicos e clinicos (KUPPERS 2005). A distingdo de cada tipo
de linfoma é relevante tanto do ponto de vista da patogénese como das
consequéncias de cada uma das opg¢des terapéuticas. Durante décadas
diferentes grupos propuseram classificagdes puramente morfoldgicas para
tentar agrupar as entidades e orientar o tratamento, entre elas as
classificagbes de LENNERT (1969), de LUKES e COLLINS (1975), de
RAPPAPORT (1974), do National Cancer Institute (NCI) (1982) conhecida
como “Working Formulation” e a classificacdo de Kiel. Nenhuma outra area
da patologia passou por tantas modificacbes nas classificagbes no ultimo
século, retratando a dificuldade deste objeto de estudo. Embora estas
classificagdes tenham sido uteis durante um longo tempo, a complexidade
biolégica sempre trouxe limitagdes praticas para o tratamento e progndstico.
Mesmo com todas as limitagbes, sempre esteve claro haver um grupo de
LNH de baixo grau, isto é, baixo indice proliferativo, com curso indolente
mas pouca resposta ao tratamento quimioterapico e outro grupo

rapidamente progressivo com alto indice mitético e significativa resposta ao



tratamento quimioterapico. A partir da década de 80 os estudos de biologia
molecular e a aplicagcdo da imunofenotipagem por imunoistoquimica ou
citometria de fluxo trouxeram novos elementos no entendimento da
patogénese dos linfomas. Em 1994 foi proposta a classificacdo Revised
European and American Lymphoma classification (REAL) considerando
aspectos morfologicos e imunofenotipicos. Todos os LNH de células B
agressivos, sem elementos suficientes para a caracterizagdo de Linfoma
Linfoblastico ou de Linfoma de Burkitt, foram englobados no termo Linfoma
Difuso de Grandes Células B (LDGCB). A despeito disto, os autores
reconheciam que este grupo abrigava neoplasias com imensa variedade de
aspectos clinicos e aspectos morfolégicos (HARRIS et al. 1994). A mais
recente classificacdo das neoplasias hematopoéticas, publicada pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em 2001 (JAFFE et al. 2001), se
baseou no conceito da classificacdo REAL de 1994 e utiliza elementos
morfolégicos e moleculares para definir entidades clinico-patologicas
(Quadro 1).

Tanto nas classificagbes puramente morfoloégicas como nas mais
recentes nota-se uma tentativa de se tracar um paralelo entre os subtipos de
LNH e as fases do desenvolvimento do linfocito. As mais recentes
descobertas no campo da biologia molecular ddo suporte a este esquema.
Cada um dos LNH apresenta hoje uma postulada célula de origem baseado
no seu perfil molecular e um correspondente panorama das alteracbes
moleculares, principalmente as translocagées cromossdmicas, que uma vez

acumuladas levam a transformacao e progresséo da doenca (Tabela 1).



Neoplasia de células B precursoras

Linfoma linfoblastico de células B

Neoplasia de células B maduras
Leucemia linficitca cronica/ Linfoma
linfocitico

Leucemia pro-linfocitica de células B
Linfoma linfoplasmacitico

Linfoma da zona marginal esplénico
Leucemia de céluas pilosas (Hairy cell)
Mieloma multiplo

Plasmocitoma solitario 6sseo
Plasmocitoma extra-6sseo

Linfoma da zona marginal extra-nodal do
tecido linféide associado a mucosa (MALT)
Linfoma da zona marginal nodal

Linfoma folicular

Linfoma de células do manto

Linfoma difuso de grandes células B
Linfoma de grandes células B mediastinal
(timico)

Linfoma de grandes células B intravascular
Linfoma de grandes células B primario de
efusbes

Linfoma/leucemia de Burkitt

Proliferacdo de células B de potencial
maligno incerto

Granulomatose linfomatéide

Doenca linfoproliferativa pés-trasnplante,
polimorfica

Neoplasia de células T precursoras
Linfoma linfoblastico de células T

Linfoma de células NK blastico

Neoplasia de células T maduras
Leucemia prolinfocitica de células T
Leucemia Linfocitica de células grandes
granulares

Leucemia de células NK agressiva
Linfoma/Leucemia de células T do adulto
Linfoma T/NK extranodal, tipo nasal
Linfoma T tipo enteropatico

Linfoma T hepatoesplénico

Linfoma T subcutaneo paniculite-simile
Micose fungoide

Sindrome de Sezary

Linfoma de grandes células anaplasicas
cutaneo

Linfoma de células T periféricas, SOE
Linfoma angioimunoblastico

Linfoma anaplasico de grandes células

T/nulo

Proliferacdo de células B de potencial
maligno incerto

Papulose linfomatoide

Linfoma de Hodgkin
Predominancia linfocitaria nodular
Linfoma de Hodgkin classico (LH)
LH esclerose nodular

LH rico em linfécitos

LH celularidade mista

LH deplecéo linfocitaria

Quadro 1 - Classificagao das neoplasias linfoides.

Fonte:Jaffe et al (2001).




Entretanto, estda cada vez mais claro que os LNH ndo tém
crescimento autbnomo como se imaginava mas dependem de fatores que
estimulem a proliferacdo e sobrevivéncia do linfécito neoplasico, a
semelhanga dos linfécitos normais. Assim, a ampliagdo do conhecimento
sobre a ontogénese dos linfocitos bem como dos fatores moleculares
envolvidos em cada fase da maturacdo tém verdadeiramente revolucionado

a abordagem dos LNH.

1.2 A ONTOGENESE DO LINFOCITO B

O desenvolvimento dos linfocitos B depende de varias etapas, se
inicia na medula 6ssea e se completa no centro germinativo do linfonodo,
com grande dependéncia da aquisicdo do receptor de células B (RCB)
competente para transmissdo dos sinais externos que permitem sua
sobrevivéncia, diferenciacdo e ativacdo. Um RCB é composto por duas
imunoglobulinas de cadeia pesada (IgH) idénticas e duas Imunoglobulinas
de cadeia leve (IgL) kappa ou lambda idénticas. Existem ainda moléculas
acessorias acopladas ao RCB (CD79a e CD79b) com dominios intra-
citoplasmaticos que auxiliam na transmissdo intra-celular dos sinais
recebidos nos RCB. Na dependéncia do estagio de maturacdo do RCB e de
suas moléculas acessorias um célula B ativada por um antigeno podera ser
induzida a proliferar e/ou evoluir a novas etapas da diferenciacdo. As células
B sdo capazes de gerar uma diversidade de Ig’'s muito maior do que o

numero de genes existentes para codifica-las.



Tabela 1 - Neoplasias linféides de células B maduras, suas frequéncias

relativas, célula de origem proposta e alteragées moleculares descritas.

Genes

proposta Cromossdmica Supressores
(%) de Tumor

Linfoma Freqiiéncia Célula de origem  Translocagao

Manto 5 Zona Manto CD5+ CCND1-IgH ATM
Virgem? Memoria?

e ¢ Zona marginal? ST T2
Folicular 20 CG BC2-IgH
TS ooss
LDGCB 30-40 CG ou p6s-CG ATM
MYC-IgH P53
MYC-IgL
Primario Mediastinal 2 Celula B timica SOCS1
. MYC-IgH
Burkitt 2 CG MYC-lgL TP53, RB2
Pés-transplante <1 CG
LH Classico 10 CG defeituosa
Sl L LA L 0.5 cG BCL6-varios
Linfocitaria
. Virgem com
E:nfériz';gmal 1 diferenciagao zona
P marginal
API2-MALT1
. BCL10-IgH
MALT 7 Zona marginal MALTA-IgH CD95
FOXP1-IgH
Linfoplasmacitico 1 pos-CG PAX5-IgH
Primario de efusées <0.5 p6s-CG
CCND1-IgH
Mieloma Muiltiplo 10 plasmdcito FGFR3-IgH CD95
MAF-IgH

Fonte: Modificado de KUPPERS (2005)

Legenda: LLC-B: Leucemia linféide crénica B, LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B,
LH: Linfoma de Hodgkin, MALT: Linfoma do tecido linféide associado a mucosa, CG: centro-
germinativo



Este processo acorre por meio do rearranjo dos segmentos dos

genes da IgH e IgL. No gene da IgL existem 40 regides V (Variavel)
codificadoreas e 5 regides J (do inglés Joining). Apenas uma das 40 regides
V e uma das 5 regides V estardo expressas na molécula IgL em uma
determinada célula B. De modo semelhante a IgH de uma determinada
célula B é resultado do rearranjo e expressédo de uma das 51 regides V, uma
das 27 regides D (Diversidade) e uma das 6 regides J. O numero de
combinagdes possiveis por estes rearranjos ja explica boa parte da
diversidade de sitios de reconhecimento antigénico nas células B, entretanto
esta diversidade ainda sera muito ampliada por outros mecanismos que
acontecem no centro germinativo do linfonodo.
As etapas iniciais na medula éssea terminam com este rearranjo das regides
V, D e J do gene dalgH e V e J do gene da IgL e aquisigdo do RCB na
superficie celular. As células B que expressarem um RCB eficiente e sem
propriedades auto-reativas deixardo a medula 6ssea e diferenciardo em
células B naive (sem exposigdo prévia a antigenos). As células B naive
podem ser ativadas por antigenos que se liguem aos RCB e participar das
respostas imunes. As células B portadoras de RCB ineficientes ou auto-
reativos sdo induzidas a apoptose (KUPPERS 2005).

As etapas finais da maturacdo ocorrem no linfonodo onde o processo
de maturagdo do RCB se completa através da modificagdo dos genes das
Ig’s pela hipermutacdo somatica (“ajuste fino” da sequéncia da regido

variavel feita por mutagcdes de ponto capaz de aumentar mais a diversidade



e afinidade das moléculas de Ig) e troca de classes (mudanga da regido
constante da IgH sem alterag&o da regiao variavel).

Cada etapa da maturagdo do linfécito no centro germinativo é
caracterizado por uma estrutura em evolugdo do RCB com diferentes
marcadores moleculares de diferenciacdo e estes perfis moleculares estao
associados com determinadas regides da microanatomia do centro
germinativo como ilustrados na Figura 1. Uma neoplasia de células B
maduras representa um clone com um rearranjo V(D)J especifico, diferente
de uma hiperplasia linféide onde € possivel determinar a presenca de
diversos clones pela presencga de diferentes combinagdes V(D)J.

Um dos principais conceitos na patogénese dos LNH se baseia na
observacgédo das semelhangas morfolégicas e moleculares dos linfomas com
determinadas etapas da maturacdo e agrupa os LNH de células B em
derivados do linfocito que se encontra em alguma etapa da maturagéo
dentro do centro germinativo ou derivados do linfécito pds-centro
germinativo (Figura 2). No entanto, para além de esclarecer a ontogénese
dos linfocitos B e tragar um paralelo com a classificacdo dos LNH de células
B os estudos moleculares demonstraram pequenas diferengcas nos perfis
moleculares dentro das atuais categorias existentes na classificagdo da
OMS de 2001. Por exemplo, na Leucemia Linfocitica Cronica/Linfoma
Linfocitico, considerada uma neoplasia de células B naive, ha um subgrupo
de com mutagdo da regido variavel dos genes da Ig, retratando uma

exposicdo previa ao centro germinativo (OPPEZZO et al.2002).
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Fonte: Traduzido de KUPPERS (2005).

Legenda: As células B maduras naive que recebem estimulos dos linfocitos T entram nos
foliculos primarios dos ¢rgéos linféides como linfonodos onde estabelecem os centros
germinativos (elipse interna). As células B sem contato com antigenos (virgens; IgM+IgD+)
que constituem os foliculos primarios sdo substituidas pelas células B proliferantes e
deslocadas para a periferia onde formam a zona do manto ao redor dos CG (elipse
externa). No CG uma zona escura e uma zona clara podem ser percebidas (lado esquerdo
e direito da elipse interna, respectivamente). A zona escura consiste principalmente de
células B em proliferagdo, enquanto a zona clara contém células em repouso. Nas células
em proliferagdo o processo hipermutagdo somatica estao ativados, o que leva a introdugao
de mutagdes nos genes contendo regides variaveis (V) rearranjadas. A maioria das
mutacdes sdo desfavoraveis para as células, como aquelas que levam a diminuicdo da
afinidade dos Receptores B para os antigenos levando as células para a apoptose. Uma
pequena fragdo das células B do CG adquirem mutagdes nos Receptores B que aumentam
sua afinidade pelo antigeno, e estas células serdo selecionadas positivamente (verdes). O
processo de selegdo presumivelmente ocorre na zona clara, onde as células B do CG estao
em intimo contato com os linfécitos T CD4 e células dendriticas foliculares. Uma fragao
destas células B do CG sofrem mudangas na classe das Ig por recombinag¢éo. Finalmente,
as células B do CG se diferenciam em células B de meméria ou plasmocitos e deixam o
microambiente do CG.

Figura 1 - Processo de maturagéo do linfocito B.
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Fonte: Modificado de KUPPERS (2005).

Legenda: Os linfomas humanos de células B s&o relacionados com a contraparte normal
das células B. A maioria dos linfomas derivam de células do centro germinativo (CG) ou de
células p6s-CG, indicando o papel do CG na patogénese. A figura mostra o CG circundado
por um manto de células B naive, a maioria CD5+ - este deve compreender um subgrupo
particular de célula B. A zona marginal € uma zona rica em células B, localizada entre os
foliculos e a area de células T no bago (uma zona similar estd presente nas placas de
Peyer, mas geralmente ausente nos linfonodos). A origem dos linfomas da zona marginal é
incerta, e provavelmente inclui linfocitos B de meméria p6s-CG e células B naive envolvidas
na resposta imune independente dos linfocitos T. Linfomas do tecido linféide associado a
mucosa (MALT) e linfomas da zona marginal nodais (nao indicados)s&o presumivelmente
derivados das células B da zona marginal. Linfomas da zona marginal esplénico
comprometem as célusa foliculares e da zona marginal, geralmente portadores de genes
com regides variavies (V) ndo-mutadas. Estes linfomas, portanto, devem ser derivados das
células B naive prestes a sofrerem diferenciagao a linfécitos B da zona marginal. Enquano
a maioria dos linfomas do manto derivam de linfécitos naive CD5+ da zona do manto, cerca
de 20-30% dos casos exibem genes da Ig com regides V mutadas, indicando que as células
foram expostas a antigenos no CG. A origem da leucemia linfocitica crénica (LLC) tem sido
debatida. Cerca de metade dos casos exibem mutagcbes da regido V dos genes da Ig.
Ambos os subgrupos de LLC parecem derivar das células CD5+, de memdéria ou da zona
marginal. Os linfomas poés-transplante geralmente s&o derivados de células B expressando
BCR selecionadas pds-exposigcado antigénica, enquanto outros parecem derivar de células B
do CG no estagio pré-apotético. Estudos de expresséo génica em larga escala identificaram
dois subtipos mais importantes de Linfoma Difuso de Grandes Células (LDGCB), um com
perfil similar ao linfécito do centro germinativo (LDGCB-CG), e outro similar ao linfocito
ativado in vitro (LDGCB-A). O linfoma primario do mediastino parece ser derivado de uma
célula B timica p6s-CG.

Figura 2 - Relagao dos linfomas com as etapas da maturagéo dos linfocitos.
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Nos linfomas difusos de grandes células B (LDGCB) ha um grupo com perfil
molecular mais semelhante com o linfocito do centro germinativo (LDGCB-
CG) e outro com perfil mais semelhante com o linfécito B ativado ou pos-

centro germinativo (LDGCB-A) (ALIZADEH et al. 2000).

1.3 O LINFOMA DIFUSO DE GRANDES CELULAS B (LDGCB)

EPIDEMIOLOGIA

O LDGCB é o tipo mais comum de linfoma ndo-Hodgkin em todo o
mundo, correspondendo a 30-40% do total dos casos, acometendo tanto
criangas como adultos. Cerca de 55% dos casos ocorrem em homens, com
meédia de idade de 64 anos (ARMITAGE 2001). Os dados disponiveis no
endereco eletronico do Instituto Nacional de Cancer (INCA) citam uma
incidéncia de Linfomas n&o-Hodgkin no Brasil segundo as cidades
participantes de 4,30 a 14,10 casos novos em homens por 100.000
habitantes por ano (S&o Paulo tem 13 casos novos por 100.000 habitantes
por ano) e 3,2 a 8,6 casos novos em mulheres por 100.000 habitantes por
ano (Sao Paulo tem 8,6 casos novos por 100.000 habitantes por ano)
(Ministério da Saude 2003). A American Cancer Society (ACS) estima, para
2006, 58.870 casos novos de Linfoma ndo-Hodgkin, sendo 30.680 em

homens e 28.190 em mulheres (NCI 2006).
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ASPECTOS CLIiNICOS

O LDGCB ¢é uma doenga de crescimento rapido envolvendo sitios
nodais e extra-nodais, com evolugao fatal sem o tratamento. A sobrevida
global em 5 anos € de 46 % enquanto a sobrevida livre de doenga em 5
anos € de 41%. Metade dos pacientes se apresentam em estagio inicial (I ou
Il) e cerca de 17% dos pacientes exibem comprometimento da medula
0ssea ao diagnostico (ARMITAGE 2001).

Via de regra, o diagndstico é feito através da bidpsia cirurgica com
avaliacdo morfolégica e imunoistoquimica. Um paciente ao ser
diagnosticado como portador de LDGCB precisa da avaliagdo de uma série
de caracteristicas clinico-laboratoriais para o estadiamento e planejamento

do tratamento. Os principais fatores prognosticos e preditivos clinicos

isolados sgo:

1. Idade: < 60 versus > 60 anos

2. Estadimento Ann Arbor: <2 versus >2; (Anexo 1)

3. Numero de sitios extra-nodais: <1 versus >1

4. Nivel sérico de Desidrogenase Latica (DHL): normal versus elevada
5. Capacidade fisica (performance status): <1 ou 22 (Anexo 2).

A reunido dos cinco fatores acima em um escore deu origem ao
indice Prognostico Internacional (IPl) que classifica os pacientes em baixo
risco (até 1 fator) risco intermediario/baixo (2 fatores) risco intermediario/alto
(3 fatores) e alto risco (4 ou 5 fatores), com sobrevida em 5 anos de 73%,
51%, 43% e 26%, respectivamente (SHIPP et al 1993). Este indice é o fator

preditivo padrao para pacientes com LDGCB e foi proposto em 1993 pelo
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Projeto Internacional de Fatores Progndsticos em Linfoma ndo-Hodgkin. No
entanto, uma proporgao relevante dos pacientes classificados como baixo
risco através do IPIl apresentam evolugao desfavoravel, bem como pacientes
classificados como alto risco evoluem favoravelmente (COIFFIER 2005). A
identificacdo dos pacientes que ndo se beneficiam do tratamento
padronizado € a base do tratamento alternativo ajustados ao risco de cada
paciente. Comumente observamos o uso do IPI categorizado apenas em
baixo-risco (até 2 fatores adversos) e alto-risco (3 ou mais fatores adversos).

O uso do IPI como fator progndstico e preditivo ja foi validado para os
LDGCB (NICOLAIDES et al. 1998; WILDER et al. 2002). Trinta e um por
cento dos pacientes apresentam IPI de baixo grau (0/1), enquanto em 16%
apresentam IPI de alto grau (4/5) (ARMITAGE 2001). Nos pacientes com IPI
de baixo risco (0/1) a sobrevida global em 5 anos € de 73% e a sobrevida
livre de doenca € de 63%, enquanto para os pacientes com IPI de alto risco
(4/5) estes indices sao de 22% e 19%, respectivamente (ARMITAGE 2001).

Os LDGCB sao potencialmente curaveis dependendo das
caracteristicas do tumor e do paciente. S&do muitos os esquemas de
quimioterapia empregados, via de regra todos incluem drogas do grupo das
antraciclinas. Nao foi demonstrado uma superioridade de algum dos
esquemas e o0 mais usado é o esquema CHOP (ciclofosfamida,
doxorubicina, vincristina e prednisona) por apresentar menor toxicidade e
regime de administragdo menos complicado (COIFFIER 2005). Cerca de 35
a 40% dos pacientes apresentam-se vivos apos 5 anos e cerca de 30% dos

pacientes nao respondem ou apresentam recaida logo apos o fim do
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tratamento. Novos esquemas com intensificagdes da dose ou do regime de
administracdo do esquema CHOP ou equivalente, além da inclusdo do
transplante de medula 6ssea para se evitar recidivas, tém sido usados em
grupos especificos de pacientes e alguns mostraram superioridade ao
regime de CHOP classico (COIFFIER 2003; TILLY et al. 2003; COIFFIER e
REYES 2005). A adjuvancia de anticorpos monoclonais anti-CD20
(Rituximab) ao tratamento classico, conhecido como R-CHOP, tem mostrado
superioridade no que se refere a progressdo da doenga durante o
tratamento e recidivas (COIFFIER et al. 2002; MOUNIER et al. 2003;
FEUGIER et al. 2005). Pacientes idosos, com IPI de alto risco, ou com
doenca recidivada tém sido submetidos a testes de variados esquemas de

tratamento para se tentar melhorar as taxas de sobrevida.

ASPECTOS MORFOLOGICOS

Por definicdo o LDGCB sao constituidos por células linfoides com
nucleos pelo minimo duas vezes maior que o linfécito normal ou maior do
que o nucleo do histiécito. A célula pode exibir grande variagdo no contorno
nuclear, no padrdo cromatinico e na quantidade de citoplasma. Os casos de
LDGCB segundo a classificagdo da OMS de 2001 correspondem na sua
maioria aos diagnosticados nas classificagdes anteriores como: difuso de
grandes células, difuso de células mistas, imunoblastico (NCI 1982), difuso
centroblastico, difuso centroblastico ou centrocitico, ou imunoblastico (Kiel).
Os LDGCB expressam consistentemente os marcadores de células B como

CD20, CD19, CD22 e CD79a. A classificagao da OMS para os LDGCB nao
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utiliza um unico critério e engloba entidades de novo, casos de progressao a

partir de linfomas de baixo grau e casos associados a imunodeficiéncias.

Sao reconhecidas as seguintes variantes quanto ao padrdao morfoldgico:

. Centroblastico: constitui o maior grupo dentro dos LDGCB. O nucleos
medem de 10-14um, de aspecto vesiculoso, cromatina fina com dois
a quatro nucléolos (Figura 3). Pode conter uma quantidade variavel

de células com padrao imunoblastico de permeio. De fato, os nucleos

podem ser monomorficos, polimérficos ou multilobulados.

e ! I
Legenda: O nucleo apresenta volume de cerca de 3 vezes o linfécito normal, com
cromatina hipodensa e trés a quatro nucléolos p equenos, alguns adjacentes a membrana
nuclear. Hematoxilina e eosina, 1000x.

Figura 3 — Fotomicrografia do linfoma difuso de grandes Células B
centroblastico.
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. Imunoblastico: corresponde a menos de 5% dos LDGCB. Como
critério, mais de 90% das células tumorais exibem a morfologia
imunoblastica, ou seja, nucleos grandes com nucléolo central unico,
alem de citoplasma amplo e basofilico (Figura 4). Algumas células
podem ter diferenciagdo plasmablastica. Algumas vezes a separagao

morfoldgica das variantes centroblastica ou imunoblastica é subjetiva.

Hematoxilina e eosina, 1000x.

Figura 4 - Fotomicrografia do linfoma difuso de grandes células B
Imunoblastico.

. Rico em células T/histiocitos: nesta variante as células neoplasicas

dispéem-se difusamente e compdéem menos de 10% das células.
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Mais de 90% de células sao reativas de padrao linféide ou
histiocitoide (Figura 5). Estudos imunoistoquimicos revelaram que
80% destas células que circundam as células B neoplasicas exibem
fendtipo de linfécitos T. A natureza neoplasica das células B foi
confrmada pela demonstragdo da monoclonalidade das
imunoglobulinas. Esta variante exibe semelhancas morfoldgicas

importantes com o linfoma de Hodgkin que ao contrario apresenta-se

clinicamente em estagios mais precoces.

»({“?g
.,

-

4

Legenda: Os esparsos linfocitos neoplasicos com morfologia centroblastica ou
imunoblastica estdo permeados por numerosos linfocitos T ou histiocitos
reacionais.Hematoxilina e eosina, 1000x.

Figura 5 — Fotomicrografia do linfoma difuso de grandes células B rico em
células T e histiocitos.
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. Anaplasico: células gigantes e bizarras com morfologia anaplasica.
Consistentemente exibem positividade para o anticorpo anti-CD30
(Figura 6). Esta variante esta incluida nos LDGCB e é considerada
distinta dos linfomas anaplasicos de células T devido as
particularidades clinico-patolégicas e moleculares. Esta € a variante

menos caracterizada devido a sua relativa raridade.

Legenda: Esta variante apresenta células com acentuado pleomorfismo nuclear, por vezes
multinucleadas. Hematoxilina e eosina, 1000x.

Figura 6 — Fotomicrografia do linfoma Difuso de Grandes Células B
anaplasico.
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Estes padrdes apresentam baixa reprodutibilidade e pouco significado
clinico. Algumas diferengas podem ser observados em casos especificos e
baseado em painéis imunoistoquimicos sdo reconhecidas duas outras
variantes:

- Linfoma difuso de grandes células B com expressao de ALK.

- Variante Plasmablastica: variante rara (2-4%), usualmente diagnosticada
em mucosas, (particularmente na mucosa oral) com extensdo submucosa e
ulceragao. As células sdo monomorficas com padréao entre um imunoblasto e
plasmablasto, isto &, nucleos volumosos e redondos com nucléolo evidente,
de localizagdo excéntrica em um citoplasma amplo e basofilico (Figura 7).
Ha associacdo marcada com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA). Frequentemente observamos a expressdo para o anticorpo anti-
CD138. Interessante € a consistente negatividade desta variante para os
anticorpos anti-CD45 e anti-CD20.

Além de todas estas, ha ainda na classificagdo da OMS trés variantes
clinicas:

- Primario mediastinal;

- Intravascular;

- Primario de derrames cavitarios.

Com tantas categorias baseadas em critérios  morfoldgicos,
imunoistoquimicos e clinicos os LDGCB constituem um grupo muito

heterogéneo biologicamente. O avangos recentes prometem diminuir esta
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categoria LDGCB para a proxima atualizagdo da classificagdo com a
separagdo de algumas entidades, baseado nas diferengas moleculares.

(PILERI et al. 2002; ROSENWALD et al. 2003; CALVO et al. 2004)

Legenda: As células exibem nucleos grandes com nucléolo evidente, com localizagao
excéntrica no citoplasma basofilico. Hematoxilina e eosina, 1000x.

Figura 7 - Fotomicrografia do linfoma difuso de grandes células B
plasmablastico.

ASPECTOS MOLECULARES

As células de um clone maligno acumulam alteragbes genéticas que
levam a expressdes génicas aberrantes e fenodtipos alterados conferindo-

Ihes maior ou menor competitividade. As caracteristicas relacionadas a
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agressividade tumoral sdo a capacidade de proliferagdo continua,

resisténcia a apoptose, insensibilidade aos sinais de parada da proliferagao

e inicio da diferenciagcdo, capacidade de invasdao e promocao da

angiogénese.

Baseado nos estudos de padrdao de mutagdes somaticas com
rearranjo das regides variaveis dos genes da imunoglobulinas sabe-se que
os LDGCB s&o derivados de células com prévia exposi¢cdo a antigenos no
centro germinativo dos linfonodos. Os principais mecanismos patogenéticos
ja caracterizados nos LDGCB s&o:

1. Desregulagcdo do gene BCL6 (3927) - o gene BCL6 tem 26 kb,
contém 10 exons e age como um fator regulador da transcricdo de
genes relacionados a proliferacdo e diferenciagdo. A expressao
génica constitutiva do BCL6 esta restrita os linfocitos B do centro
germinativo (centroblastos e centrocitos). A auséncia de transcrigao
do BCL6 impede a formagéo de centros germinativos nos linfonodos
estimulados, mas nao diminui os linfécitos B ou T no sangue
periférico. A expressdo protéica BCL6 esta presente também nos
linfomas, principamente no linfoma de Burkitt, folicular e parte dos
LDGCB, com padrdo similar ao do centro germinativo. A
desregulagdo da gene BCL6 deve-se ao seguintes mecanismos
moleculares:

a. Rearranjo - é um dos rearranjos mais frequentes nos LDGCB
(30-40%). A translocagdo mais comum é a t(3:14)(q27:932),

envolvendo usualmente o gene da lg. Esta translocagéo resulta
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na ativagdo continuada do gene BCL6, bloqueando a
progressédo da diferenciagao, inibindo a apoptose e facilitando
a proliferacdo pela modulagdo das proteinas p27, p53, ciclina
D2. Entretanto, YANG et al. (2006) demonstraram que a
translocacdo BCL6-lg é um evento que ocorre em centro
germinativos de individuos sadios e ndo é um evento suficiente
para a transformacdo linfomatosa. A expressdo protéica do
BCL6 nos linfomas ocorre independente do rearranjo do gene.
Inicialmente os estudos demonstraram que pacientes
portadores de LDGCB com rearranjo do BCL6 exibiam um
prognostico significativamente melhor para sobrevida global e
sobrevida livre de doenca, resultados que nao foram
confirmados por outros autores (OFFIT et al. 1994;
PESCARMONA et al. 1997; KRAMER et al. 1998; BARRANS
et al. 2002). Os estudos mais recentes que investigaram o
BCL6 pela quantificagdo de cDNA mostram uma maior
sobrevida para os pacientes tratados com esquema CHOP,
com papel independente do IPI, tendo este gene sido
incorporado nos modelos multigene preditores de sobrevida.
(LOSSOS et al. 2001; WRIGHT et al. 2003). O papel como
fator progndstico da expresséao protéica do BCL6 isoladamente
também ¢é controverso segundo os trabalhos mais recentes

(COLOMO et al. 2003; HANS et al. 2004).
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b. Hipermutacdo - Durante o0 processo fisiolégico de
hipermutagcdo somatica na fase final de maturagédo das células
no centro germinativo podem ocorrer mutagées do gene BCL6
e consequente desregulagdo. Esta desregulagdo embora
aumente o nivel de transcricdo do gene BCL6 parece nao ser
suficiente para a transformagao linfomatosa (PASQUALUCCI
et al. 1998; SHEN et al. 1998).

Desregulagcdo do gene BCLZ2 (18g21) — o gene BCLZ2 tem fungdes
anti-apotoéticas, estando a proteina BCL2 localizada na membrana
interna mitocondrial. Fisiologicamente a expressédo de BCL2 existe
nos estagios preé-centro germinativo e geralmente decresce enquanto
o linfécito B migra pelo centro germinativo. Cerca de 47-58% dos
LDGCB expressam BCL2 (HILL et al. 1996; GASCOYNE et al. 1997)
e a sua super-regulagédo deve-se a:

a. Rearranjo — inicialmente identificado nos linfomas foliculares e
posteriormente em 20-30% dos LDGCB. A t(14:18) (932:921)
coloca o gene BCL?Z2 justaposto ao gene da lg, determinando a
uma hiper-expressdo do gene BCLZ2 pela ativagao constitutiva
do gene da Ig (WEISS et al. 1987; JACOBSON et al. 1993).
Esta hiper-expressdo determina um viés anti-apoptético no
centro germinativo. A aquisi¢cdo deste fenotipo esta associado
com a lenta progressdo de uma hiperplasia linféide para o
LDGCB, geralmente com morfologia imunoblastica. Muitos

destes LDGCB exibem também uma alteracdo secundaria do
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rearranjo do gene MYC, sugerindo que a sobrevida prolongada
€ oncogénica para os linfocitos. A translocagado do BCLZ2 por si
sO0 ndo se correlaciona com a sobrevida nos LDGCB.
Entretanto a super-expressao protéica mostra, na maioria dos
estudos, uma correlagdo com menor sobrevida global ou
sobrevida livre de doenga (HILL et al. 1996; KRAMER et al.
1996; GASCOYNE et al. 1997).

b. Amplificacdo - até 80% dos LDGCB podem exibir hiper-
expressao da proteina bcl2 e estes indices ndo podem ser
explicados apenas pela frequéncia da translocagdo. A
amplificacdo foi demonstrada como um mecanismo alternativo
e excludente de desregulacdo do gene BCL2 (MONNI et al.
1997).

Rearranjo do gene MYC (8924) - o gene MYC pode sofrer rearranjo
para o locus do gene da IgH - 1(8:14)(q24:q32) ou menos
frequentemente para os loci do gene da IgL kappa ou lambda, t(8:2)
ou t(8:22), respectivamente. Estas mutag¢des estdo consistentemente
presentes nos linfomas de Burkitt e em 2-16% dos LDGCB, sendo
especialmente frequentes nos LDGCB gastricos (28%) com altos
indices de remissado completa (KRAMER et al. 1998). A expresséo do
gene MYC expressa um fendtipo relacionado com a capacidade de
proliferar ao invés de diferenciar no tecido linféide.

Rearranjo do gene NF-kB/REL (10924)- Este rearranjo esta

associado com a incapacidade de reprimir a transcricdo e aquisi¢cao
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de uma funcgéo de ativador constitucional da transcricdo. NF-xB esta
localizada no citoplasma sob a forma de dimeros protéicos na sua
forma inativa, ligada a proteinas inibidoras (IxB). Em resposta a
sinalizagdes de diversas vias as |kB s&o fosforiladas e degradadas,
permitindo a migragcdo das NF-kB para o nucleo onde agem como
ativadores da transcricdo mediando a proliferacdo, apoptose e
sobrevivéncia da célula (KARIN et al. 2002). Amplificagdes do gene
REL, codificador de um das subunidades dos dimeros, ocorrem em
cerca de 20% dos LDGCB, principalmente os de sitios extra-nodais
(FEUERHAKE et al. 2005). Ja foi descrito o papel da ativagcéo
constitutiva do NF-«B na sobrevida dos linfécitos nos LDGCB com
perfil molecular do linfocito ativado (DAVIS et al. 2001). A relevéancia
desta molécula e a pluralidade de funcbes tem elevado o NF-xkB a
candidato a intervengcdo farmacologica especifica (WIESTNER e
STAUDT 2003).

Rearranjo do gene MUM1 (IRF-4) (6p25) — O gene MUM1 codifica um
fator de transcricdo membro da familia dos fatores reguladores de
interferon (IRF), com importante fungdo na resposta a sinalizagdes
por interferons e outras citocinas. Usualmente esta expresso em
linfocitos T ativados e linfocitos B pds-centro germinativo ou
plasmaocitos FALINI et al. 2000). A translocacédo t(6:14) (p25:924)
coloca o gene MUMT1 justaposto com o gene da IgH, resultando na
hiper-expressdo da proteina MUM1. Em LDGCB a frequéncia de

expressdo da proteina MUM1 pode chegar a 75% e, diferente dos
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linfocitos normais onde a expressédo de MUM1 e BCL6 séo
excludentes, cerca de 50% dos casos de LDGCB co-expressam
MUM1 e BCL6 (FALINI et al. 2000). A expressdao de MUM1 tem sido
considerada na classificacdo molecular dos LDGCB como indicativo
do perfil do linfécito B ativado (COLOMO et al. 2003; CHANG et al.
2004; HANS et al. 2004).

Mutagéo do gene TP53 — o gene TP53 € um regulador da transcrigéo
multifuncional envolvido na diferenciacdo, na apoptose, na
monitoragao da integridade do genoma atraveés do retardo da fase G1
do ciclo DNA alterado. A mutacdo do TP53, presente em cerca de
20% dos LDGCB, pode levar a sua inativagdo e consequente
acumulo de alteragdes genéticas adicionais. Nos LDGCB a mutagéo
do TP53 parece ser mais frequente nos casos de evolugao a partir de
linfomas de baixo grau (SANDER et al. 1993; DU et al. 1995;
MOLLER et al. 2002; SHAMINIE et al. 2005). A hiper-expressao da
proteina p53 tem sido relacionada a agressividade biologica e
resisténcia a quimioterapia nos LDGCB, com papel independente em
varias series (FARRUGIA et al. 1994; PIRIS et al. 1994; ICHIKAWA et
al. 1997; KODURU et al. 1997; WILSON et al. 1997; MOLLER et al.
1999; SANCHEZ-BEATO et al. 2001). Por todas estas evidéncias a
mutagdo do TP53 é considerada pela OMS um fator progndstico
adverso (GATTER e WARNKE 2001).

Inativagdo da proteina p27/KIP1 — A p27 é uma proteina quinase

dependente de ciclina (CDK, do inglés cyclin-dependent kinase) e sua
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inativagado € essencial para a progressao do ciclo celular da fase G1
para fase S. Além disto, ja foi demonstrada sua atividade na
diferenciagcao, apoptose e resposta a quimioterapia (LLOYD et al.
1999). Usualmente células em proliferagao ndo exibem expressao de
p27. No entanto, ha a expressdo an6mala de p27 existe em alguns
linfomas de células do manto e LDGCB, caracterizados por alto indice
proliferativo e evolugao clinica desfavoravel (QUINTANILLA-
MARTINEZ et al. 1998; SAEZ et al. 1999). Este efeito parece estar
associado a uma forte co-expressao da ciclina D3 (SANCHEZ-
BEATO et al. 1999).

As principais alteragbes moleculares dos LDGCB estdo resumidas na

Figura 8.
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Fonte: Traduzido de LOSSOS (2005).

Figura 8 - Alteracées moleculares mais frequentes nos Linfomas Difusos de
Grandes Células B.
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1.4 OS ESTUDOS DE EXPRESSAO GENICA COM cDNA
MICROARRAYS

Atualmente o tratamento dos LDGCB classicamente se inicia com
quimioterapia multi-droga e anticorpos humanizados e nos casos de
faléncia, os pacientes sdo candidatos ao transplante de medula 6ssea. O
conhecimento do padrdo de expressdo génica dos tumores, isolado ou
associado ao IPI poderia selecionar os pacientes que seriam poupados dos
efeitos colaterais de um tratamento quimioterapico ineficaz e que se
beneficiariam de um transplante precoce de medula dssea.

A técnica de “cDNA microarrays” permite uma avaliagdo quantitativa
comparativa da expressao de milhares de genes de um determinado tumor e
um tecido de referéncia. Um projeto multicéntrico denominado
Leukemia/Lymphoma Molecular Profiling Project (LLMPP) iniciou estudos
que incluiam a quantificagdo da expressao de mais de 17.000 genes,
incluindo genes seletivamente expressos em células linféides e genes
relacionados com importantes etapas da linfomagénese e imunologia. Este
projeto identificou em 2000 a existéncia de dois subgrupos de LDGCB com
expressdo génica indicativa de diferentes estagios de maturagdo dos
linfécitos B (ALIZADEH et al. 2000).

Um grupo de tumores se caracterizou pela alta expressao relativa
genes caracteristicos das células B do centro germinativo (LDGCB célula B
centro germinativo-simile; LDGCB-CG) e o outro grupo expressou genes
normalmente expressos durante a ativagao in vitro de linfécitos B periféricos

(LDGCB célula B ativada-simile; LDGCB-A) Os pacientes portadores do
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perfil LDGCB-CG tiveram uma sobrevida significativamente melhor do que
os com perfil LDGCB-A (sobrevida em cinco anos de 76% comparada com
16%, respectivamente). Dentre os genes quantitativamente mais expressos
nos LDGCB-CG estavam o CD10 e o BCL6, enquanto entre os genes
quantitativamente mais expressos nos LDGCB-A estavam o MUM1 e o
BCL2. Nao foi observada nenhuma correlacio com as variantes
morfolégicas do LDGCB. (ALIZADEH et al. 2000)

ROSENWALD et al. em 2003, em uma analise subsequente dos
dados do LLMPP, identificaram os genes com maior relevancia estatistica e
construiram um modelo matematico para predizer a chance de cura apés o
tratamento quimioterapico padrao. Para além de confirmarem os achados de
ALIZADEH et al. (2000) com um papel independente e complementar ao IPI,
outras informagdes moleculares foram extraidas como a existéncia de um
perfil “proliferativo” que melhor identifica os pacientes com evolugéo
desfavoravel. Os perfis “MHC classe II” relacionados a antigenicidade e
‘linfonodo” relacionados a genes codificadores de proteinas da matriz extra-
celular e fatores de crescimento do tecido conjuntivo estiveram associados a
um melhor prognostico. O grupo com perfil LDGCB-CG exibiu baixa
atividade do NF-«xB, enquanto o grupo LDGCB-A exibiu alta expresséo deste
gene, indicando uma possivel relagdo com a interferéncia no mecanismo de
apoptose relacionada com a quimioterapia.

Corroborando a hipétese de que os LDGCB-CG e LDGCB-A apresentam
patogénese distintas, foram descritas outras diferengas na expressédo de

moléculas relacionadas a apoptose (BAD, BID, BAX, BCLX, BCL2), ciclo
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celular (ciclina D2) ou a expressao de fatores de transcricdo (STAT6) em
resposta a estimulo com interleucina (IL-4) (BAI et al. 2004; HANS et al.
2004; IQBAL et al. 2004; LU et al. 2005). As principais diferengas entre os

LDGCB-CG e o LDGCB-A estao resumidas na Tabela 3.

Tabela 2 - Principais diferencas descritas entre os Linfomas difusos de
grandes células B com perfil do linfocito B do centro germinativo daqueles
com perfil semelhante ao linfécito B ativado.

LDGCB COM PERFIL LDGCB COM PERFIL
“CENTRO GERMINATIVO-SIMILE” “LINFOCITO ATIVADO-
SIMILE”
Célula de Linfécito do Linfécito pds-centro germinativo
origem centro germinativo (?)

Mutacao da Ig

“on-going Sim N&o
mutation”
gn:::nésr"}lz Translocagao do gene BCL2 Ativagao constitutiva do
9 Amplificagdo do cREL (2p) NF-kappaB
«  AMPc modula AKT e pBAD * PDEA4B inativa AMPc
e IL4 induzindo: * |L4 induzindo
Sinalizagao y ' baixos niveis de acumulo nuclear

intracelular aumento de STAT6 fosforilada no do STAT6

oo s ativagéo do AKT
¢ parada do ciclo celular GOG1

Evolugao
clinica Favoravel Desfavoravel
Sobrevida 5 anos - 60% Sobrevida 5 anos — 35%

Fonte: Traduzido de LOSSOS (2005)
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Legenda: A: As amostras usadas estdo descritas na parte inferior. Agrupamento
hierarquico dos LDGCB (azul e laranja) e dos linfécitos B do centro germinativo baseado no
perfil de expressao génica dos linfécitos B. Dois subgrupos de LDGCB, centro-germinativo-
simile (LDGCB-CG; laranja) e linfocito B ativado-simile (LDGCB-A; azul) foram definidos
neste processo. B: Descoberta dos genes que estao seletivamente expressos nos LDGCB-
CG e LDGCB-A. Os genes seletivamente expressos em cada subtipo estdo indicados pelas
barras laranja e azul. C: Detalhe dos genes que estdo seletivamente expressos nos

LDGCB-CG e LDGCB-A.

Figura 9 - Descoberta dos subtipos de LDGCB pelo perfil molecular.
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Desde entdo outros grupos fizeram descobertas interessantes
aplicando a mesma tecnologia, que incluiem diferentes conjuntos de genes
capazes de classificar os LDGCB em subgrupos com relevéncia clinica
(NISHIU et al. 2002; SHIPP et al. 2002; LOSSOS et al. 2004; MIRCEAN et
al. 2004; MONTI et al. 2005; TOME et al. 2005).

Foram gerados a partir destes estudos varios perfis moleculares
baseado nas suas fungbes dos genes, denominados “resposta imune do

hospedeiro”, “fosforilacdo oxidativa”, “receptor de células B/proliferacdo” e

“apoptose”, “ciclo celular”, “transducéo do sinal e metabolismo” e “redox”.
LOSSOS et al. (2004), na tentativa de solucionar as duvidas até aqui
apresentadas, estudaram os 36 genes mais importantes citados nos
trabalhos de ALIZADEH et al. (2000) e SHIPP et al. (2002) a fim de construir
um modelo preditivo simples capaz de identificar os subgrupos de pacientes
com LDGCB. Os seis genes com melhor poder estatistico na analise
univariada foram selecionados para um modelo multivariado que resultou
num modelo preditor simples considerando contribuicdo relativa de cada
gene. Os genes selecionados foram: LMO2, BCL6, FN1 (preditores de
sobrevida longa), CCND2, SCYA3 e BCL2 (preditores de sobrevida curta).
Estes genes estédo relacionados com multiplas fungdes celulares como o
ciclo celular, a diferenciacdo e a apoptose. Tanto a sobrevida em 5 anos
(65% para o grupo de baixo risco e 15% para o grupo de alto risco) como a
sobrevida mediana (8,7 e 3,8 anos, respectivamente) foram

significativamente diferentes, com um papel independente e complementar

ao IPI (LOSSOS et al. 2004).
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De forma resumida, LOSSOS e MORGENSZTERN em um artigo

publicado em fevereiro de 2006 no Journal of Clinical Oncology listaram os

marcadores moleculares mais citados nos artigos cientificos com casuisticas

acima de 40 pacientes que estudaram LDGCB nodais (Quadro 2).

Quadro 2 - Fatores moleculares prognésticos do LDGCB.

Ciclo Celular
p53

Ciclina D

p27

Ki-67

Apoptose
BCL2
Caspases 3,8,9
Survivina

Moléculas de adesao
ICAM1 (CD54)
CD44

Angiogénese
Esdostatina

VEGF
Metaloproteinase 9

Diferenciag¢ao do Linfécito B
BCL6

HGAL

CD10

CD5

FOXP1

PKC-beta

CD21

Outros
Mm23H1
IL10
HLA's

Perfis Moleculares

Fonte: LOSSOS e MORGENSZTERN 2006.

O padrédo de expressdo génica dos tumores se apresenta como um novo

caminho para o futuro das rotinas diagnostica e terapéutica em oncologia.

Embora esta analise seja capaz de identificar subgrupos nos LDGCB, nao

esta claro ainda o melhor critério: ontogénese do linfécito B, ciclo celular,

apoptose, metabolismo e fosforilagdo oxidativa ou resposta imune do

hospedeiro.
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1.5 ESTUDOS DE TISSUE MICROARRAYS

Embora os estudos de cDNA tenham identificado perfis de expressao
protéica de LDGCB biologicamente distintos, estes perfis sdo baseados em
dezenas de genes e os métodos analiticos usados nestes estudos nao séo
capazes de atribuir pesos relativos a esta expressao génica.

Assim, pelos estudos de cDNA microarrays seria dificil estabelecer
um pequeno e seletivo numero de genes que seriam facilmente aplicaveis
na rotina. Além disto, os estudos com expressdao de RNAm, que tém a
vantagem da analise quantitativa dos genes, necessitam de tecidos frescos
ou congelados, o que limita a aplicagdo desta metodologia na rotina. Em
contraste, a imunoistoquimica aplicada em blocos de parafina fornece
apenas uma avaliacao semi-quantitativa da expressdo protéica mas €
amplamente usada na rotina.

Tentando tornar o conhecimento da classificagdo ontogenética do
LDGCB aplicavel na rotina diagnostica alguns autores demonstraram ser
possivel a identificagdo dos LDGCB-CG e LDGCB-A através da
imunoistoquimica, embora em alguns estudos nao tenha sido identificada
diferenga estatistica significativa na sobrevida dos pacientes (COLOMO et
al. 2003; BAI et al. 2004; CHANG et al. 2004; HANS et al. 2004). O método
imunoistoquimico também foi utilizado com sucesso por alguns autores para
confirmagao dos perfis alternativos na identificagdo de subgrupos com
evolugdo clinica diferente (SHIPP et al. 2002; COLOMO et al. 2003; SAEZ et

al. 2004; MONTI et al. 2005; TOME et al. 2005).
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A técnica de Tissue Microarray (TMA), descrita por KONONEN et al. em
1998, permite a analise em larga escala da expressao protéica dos tumores
através da imunoistoquimica, sendo possivel conhecer a expressao de uma
determinada proteina em centenas de casos diferentes em apenas uma
ldamina histolégica. Para isto, um equipamento de precisdo automatico ou

manual insere amostras teciduais de varios blocos doadores em um bloco

receptor.

Legenda: A: Vista frontal com detalhe das agulhas. O bloco doador é posicionado acima da
placa acrilica. Apds a extragao do cilindro tecidual a retirada da placa acrilica expde o bloco
receptor. B: Vista superior do bloco receptor com cilindros de 1.0mm distantes 0.2mm cada.
C: Vista superior, eixo digital que permite o deslocamento preciso do bloco receptor nos
eixos horizontal e vertical. D: Vista frontal. A direita esta o bloco doador do primeiro cilindro,
usualmente um érgéo diferente dos demais para orientar o ponto de iniciobloco.

Figura 10 - Equipamento manual para constru¢gao dos Tissue Microarrays.

Esta técnica apresenta acuidade comprovada que justifica seu

emprego com amplas vantagens de custo e tempo para os estudos
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retrospectivos de grandes centros ou estudos cooperativos com grandes
bancos de dados (HOOS e CORDON-CARDO 2001; SAUTER e
MIRLACHER 2002).

Enquanto a técnica de cDNA Microarrays avalia a expressao de
milhares de sequéncias de RNA para determinar quais as dezenas ou
centenas de genes estdo hiperexpressos ou hipoexpressos em tumores com
diferentes comportamentos biologicos, a técnica de TMA estuda ao nivel
protéico a expressdo dos genes selecionados pelo cDNA microarray em
grandes estudos retrospectivos, tentando identificar aqueles com aplicagéo
pratica e que portanto seriam alvos de novas estratégias terapéuticas.

O TMA nao é um método livre de dificuldades mas seu uso tem sido
defendido em relagdo aos cortes convencionais pelas seguintes razdes:
Representatividade eficiente através da utilizagado de diversos blocos e com

laminas de diferentes niveis de corte;

1. Possibilidade de repeticao dos experimentos;

2. Estudo de grande numero de amostras;

3. Grande economia de tempo e dinheiro;

4. Homogeneidade nos protocolos laboratoriais pela realizagdo de todas

as reacgdes simultaneamente;
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1.6 JUSTIFICATIVA

Pelo exposto, julgamos relevante o estudo dos LDGCB para melhor
caracterizacao das suas principais alteracbes moleculares e identificacdo
dos subtipos que possam estar contidos nestas categoria, visando
individualizar o tratamento e seguimento dos pacientes. O método escolhido
para tal, baseado na disponibilidade e praticidade, € a imunoistoquimica

aplicada a blocos de TMA para permitir a analise em larga escala.
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OBJETIVOS

Nossos objetivos nesta pesquisa foram:

Construir um TMA dos LDGCB do Hospital do Cancer de Sao Paulo,
incluindo os tumores diagnosticados de 1980 a 2001 que sera util a
mais de um projeto;

Conhecer os padroes de expressao protéica através de TMA dos
LDGCB do Hospital do Cancer de S&o Paulo, incluindo os tumores
diagnosticados de 1980 a 2001, com énfase nos marcadores
moleculares relacionados apoptose, ciclo celular, diferenciacao
linféide e de resposta a citocinas/metabolismo oxidativo.

Avaliar a relevancia clinica da classificagcdo molecular proposta,
baseada na diferenciac&o do linfécito (CD10/BCL6/MUM1) como fator
prognostico/preditivo nos LDGCB;

Identificar que marcadores ou grupo de  marcadores
imunoistoquimicos poderiam ser utilizados na rotina propedéutica dos

pacientes para avaliagdo prognéstica.
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3 CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

3.1 COORTE RETROSPECTIVA

Analisamos uma coorte retrospectiva de linfomas difusos de grandes
células B obtida a partir dos arquivos do Departamento de Anatomia
Patoldgica do Hospital do Cancer AC Camargo diagnosticados entre 1980 a
2001. O critério de busca dos casos no banco de dados foi baseado na
topografia “linfonodo” e diagnéstico “linfoma”, com obtencdo de 1453
bidpsias identificadas. Ao longo dos 21 anos muitas foram as classificagdes
utilizadas pelos diversos patologistas do servigo e a imunoistoquimica n&o
era uma ferramenta disponivel. Foi realizada uma leitura de cada laudo
anatomopatoldgico para identificagdo dos casos que continham diagnostico
que sugeria a possibilidade de Linfoma n&o-Hodgkin difuso com células
grandes segundo a OMS 2001. Destes, os casos que apresentavam
ldmina(s) e bloco(s) disponiveis foram revistos, independentemente do
hospital de origem. Todas as I&minas disponiveis em cada caso, incluindo as
coloragbes Hematoxilina e eosina e Giemsa foram revistas por dois
examinadores (VPA e FAS) para selecdo dos casos que poderiam
corresponder a LDGCB pela classificagao da OMS 2001. Os dados foram
anotados em protocolo especifico (Figura 11). As laminas de marcadores
imunoistoquimicos arquivadas ou preparadas na fase de selecdo dos casos

foram examinadas somente em casos especificos para se afastar a
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possibilidade de Linfoma de Hodgkin ou outras neoplasias hematopoéticas.
Por motivo de custos o estudo do painel imunoistoquimico dos casos foi

realizado nas laminas do TMA e nao nos cortes convencionais.

PROTOCOLO DE PESQUISA

Estudo de Fatores Moleculares Prognésticos e Preditivos do Linfoma Nao-Hodgkin de

Grandes Células B através de “Tissue Microarrays”.
Doutorando: Victor Piana de Andrade
Orientador: Prof. Dr. Fernando Augusto Soares

Registro da Pesquisa: Registro AC Camargo:
Registro Patologia: Data do nascimento
Diagnostico: Topografia:

REVISAO DE LAMINAS - HeE e Imunoistoquimica

Dimensao linfonodo: X mm Arquitetura geral [_]
Capsula [] Seio subcapsular [] Seios Medulares [_]
Foliculos [] Manto []

Marginal [_] Interfolicular [] Medular []

HEMATOXILINA e EOSINA / GIEMSA

Padriao mesoscépico [] Categoria Diagnéstica []
Classificagao HeE

Tamanho da célula neoplasica [_]

Morfologia celular predominante HeE [_]

Classificagao do Linfoma (REAL/WHO) []

Variante Morfolégica do Linfoma Nio-Hodgkin de Grandes Células B [_]

IMUNOISTOQUIMICA

CD23 CD56 VS38C

CcD3 HM
=0
(=

Diagnéstico final (REAL/WHO):

Figura 11 - Protocolo de anotacdo dos dados morfologicos e
imunoistoquimicos obtidos apds a revisdo das laminas arquivadas dos casos
cujo relatério anatomopatoldgico sugeria a possibilidade de linfoma difuso de
grandes células.

CD25 CD79a Ciclina D1

CD30 CD138

cD43 EBV(LMP1)

CD45RA Fascina

JREC

RN

DEECC

i

HEREN




40

Os critérios de inclusdo dos casos no bloco de TMA foram:
) Diagnostico de linfoma nao-Hodgkin difuso de grandes células
primario do linfonodo pelos dois examinadores;
) Disponibilidade do bloco de parafina com suficiente quantidade de

material para a obtencéo do cilindro necessario a construgao do TMA.

3.2 CONSTRUGCAO DO ARRANJO TECIDUAL EM MATRIZ

Nas laminas revistas foram selecionadas areas representativas da
neoplasia para direcionar a obtengdo dos cilindros utilizados na montagem
do TMA. A planilha com a ordenacdo dos casos contidos nos blocos
receptores esta na Figura 12. Com o equipamento de precisdo foram
retirados dois cilindros com 1,0 mm de didmetro em cada bloco doador para
a construcido de dois blocos receptores, Bloco A e Bloco B, cada um deles
contendo um cilindro de cada biopsia dispostos na mesma ordem (Figura
13).

Os cortes histoldgicos foram obtidas com 4 micrometros de espessura
em laminas especiais com carga elétrica (Instrumedics Inc.) com o auxilio de
fitas adesivas sensiveis a luz ultravioleta para evitar a perda da orientagcéo
das amostras (Figura 14). Do bloco A foram obtidas 172 |aminas e do bloco
B 100 laminas. As laminas do bloco A foram utilizadas para as reacoes
imunoistoquimicas previstas e as laminas do Bloco B foram utilizadas em
parte para a repeticdo das reacdes que se fizeram necessarias ou novos

anticorpos incluidos posteriormente e o excedente permanece conservado a



-20°C para preservacao da

reatividade antigénica.
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Como parte da

consisténcia dos dados, avaliamos os diferentes niveis 01, 30, 60, 90, 100,

120 e 150 corados pela hematoxilina e eosina quanto a presenca de

representagcdo do material, e a presenca do linfoma com células grandes

(Anexo 3). Os niveis utilizados para cada anticorpo em cada bloco de TMA

estao listados nos Anexo 4 e Anexo 5.

Amostras de 1.0 mm equidistanstes 0,2 mm

mm
0 0
112
2 24
3 36
4 48
5 6
6 72
7 84
8 96
9 108
10 12
11 132
12 144
13 156
14 168
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Figura 12 - Planilha de ordenacdo dos casos no Tissue

primeiro cilindro representa parénquima hepatico para facilitar a orientagéo.

Microarray. O
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Figura 13 — Blocos de TMA construidos a partir de 297 bidpsias de linfomas
de grandes células. Cada bloco contém um cilindro de 1mm de didmetro
distando 0,2mm entre si. O bloco B é uma duplicata do bloco A, contendo
um cilindro de cada biopsia.

Figura 14 - A: Lamina representativa do Bloco A (nivel 120), corada pela
Hematoxilina e eosina. Os pontos azuis representam os casos que nao
aderiram a lamina. B: Detalhe de um caso.
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Figura 15 — Reagao imunoistoquimica demostrando a especificidade da
marcacao. p16; 25x.

Figura 16 — Detalhe do LDGCB corado pelo método imunoistoquimico. A:
Anticorpo p16;100x. B: Anticorpo p16;400x.



3.3 MARCADORES MOLECULARES - IMUNOISTOQUIMICA

Foram avaliadas as proteinas associadas a apoptose, ao ciclo celular,
marcadores linfoides e resposta a citocinas/metabolismo oxidativo. As

caracteristicas de cada anticorpo e o protocolo das reagdes estado

resumimos na Tabela 3.

Tabela 3 - Anticorpos e respectivos protocolos utilizados nas reagdes

imunoistoquimicas.

DIFERENCIAGAO LINFOIDE

Anticorpo Clone Fabricante Coédigo Titulo Reat Sol pH Amplificacdo
CD5 4C7 Novocastra NCL-CD5-4C7 50 pp E 8 SABCHRP
CD10 56C6 Novocastra NCL-CD10-270 100 pp C 6 SABCHRP
CD20 L26 Dako MO0755 400 pp C 6 SABCHRP
CD23 1B12 Novocastra NCLCD231B12 80 pp C 6 SABCHRP
CD30 Ber-H2 Dako MO0751 50 pp C 6 SABCHRP
CD44v6 VFF-7  Novocastra NCL-CD44V6 100 pp C 6 SABCHRP
CD79a HM57 Dako M7051 200 mw AC 6 SABCHRP
CD138 MI15 Dako M7228 2000 bm T/E 9 LSABHRP
BCL-6 PG-B6p Dako M7211 50 pp E 8 SABCHRP
HLA-DR LN-3 Novocastra NCL-LN3 60 pp 6 ABCHRP
MUM-1 MUM1p Dako M7259 100 pp E 9 SABCHRP
BOB-1 (C20) poli St Cruz sc955 400 pp C 6 SABCHRP
OCT-2 (C20) poli St Cruz sc233 3000 pp C 6 SABCHRP
CICLO CELULAR

Anticorpo Clone Fabricante Coédigo Titulo Reat Sol pH Amplificagdo
p73 poli St Cruz sc7957 200 pp C 6 SABCHRP
p21 waf1 SX118 Dako M7202 25 pp C 6 SABCHRP
p27kip1 SX53G8 Dako M7203 200 pp C 6 SABCHRP
p16 ink4a E6H4 MTM Lab OA315 25 pp kit SABC HRP
ki-67 MIB-1 Dako M7240 50 pp C 6 SABCHRP
pRb RB1 Dako M7131 50 pp C 6 SABCHRP
Ciclina A poli St Cruz sc751 100 bm T/E 9 SABCHRP
Ciclina B1 V152 Dako M3530 1500 bm T/E 9 SABC HRP
Ciclina D1 DSC6 J Bartek 300 pp C 6 SABCHRP
Ciclina E poli St Cruz sc481 50 pp E 8 SABCHRP
Ciclina G1 poli St Cruz sc7865 100 pp E 8 SABCHRP
p53 DO-7 Dako M7001 100 pp C 6 SABCHRP
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Cont/ Tabela 3
APOPTOSE

Anticorpo Clone Fabricante Cédigo Titulo Reat Sol pH Amplificagado
bcl-2 124 Dako M887 40 pp C 6 SABCHRP
bax poli Dako A3533 50 pp C 6 SABCHRP
bak poli Dako A3538 400 pp C 6 SABCHRP
bcl-x poli Dako A3535 50 pp C 6 SABCHRP
FAS (C20) poli St Cruz sc715 200 pp C 6 SABCHRP
FAS-L (N20) poli St Cruz sc834 200 pp C 6 SABCHRP
Mcl-1 poli Dako A3534 100 pp C 6 SABCHRP
BAG-1 3.10G3E2 Chemicon MAB4611 25 pp C 6 SABCHRP
Caspase8 11B6 Novocastra NCL-casp8 50 pp C 6 SABCHRP
Casp3cleaved poli Cell Sign 9661 800 pp C 6 SABCHRP
Casp3 p20 poli St Cruz sc1226 250 pp C 6 SABCHRP
Casp9 p10 poli St Cruz sc7885 500 pp C 6 SABCHRP

RESPOSTA A CITOCINAS / METABOLISMO OXIDATIVO
Anticorpo Clone Fabricante Cédigo Titulo Reat Sol pH Amplificagado

Stat1(p84-91) poli St Cruz sc346 3000 pp C 6 SABCHRP
Stat2 (C20) poli St Cruz sc476 800 pp C 6 SABCHRP
c-REL(NF-kB) poli St Cruz sc272 200 pp C 6 SABCHRP
COX-2 4H12 Novocastra NCL-cox2 6000 pp C 6 SABCHRP
JUNCc poli St Cruz sc1694 200 mw AC 6 LSAB
JUNd poli St Cruz sc74 200 mw AC 6 SABCHRP
c-FOS poli St Cruz sc253 200 mw AC 6 SABC HRP
Legenda:

C = Tampao citrato 10 mM; AC: ac citrico 10 mM; E = EDTA 1mM; T/E = Tris/EDTA,;
pp = panela de pressao; bm = banho maria; mw = microondas;

SABC HRP - Duet Mouse/Rabbit - Dako (Denmark) cod - K0496

Fabricantes:

Novocastra Laboratories LTD - NewCatle Upon Tyne — UK

Santa Cruz Biotechnology, Inc - Santa Cruz, CA — USA

Chemicon International, Inc - Temecula, CA — USA

Cell Signaling Technology, Inc - Danvers, MA — USA

Dako Denmark A/S - Glostrup — Denmark

MTM Laboratories AG - Distribuido pela Dako A/S

Ciclina D1- cortesia do Dr Jirik Bartek - Danish Cancer Society - Copenhagen — Dinamarca

3.4 ANALISE MICROSCOPICA DOS MARCADORES

MOLECULARES

Os anticorpos foram analisados pelo mesmo observador (VPA) e
cada anticorpo dentro de um mesmo dia para se diminuir a variacido intra-
observador na intensidade da reacdo. A leitura das laminas foi realizada em

microscépio oOptico e os resultados classificados em relagao a intensidade da
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reacdo e numero de células positivas conforme a Tabela 6. Como cada
anticorpo possui entre 3 e 4 valores referentes aos diferentes niveis
consideramos para a analise estatistica um valor resultante obtido pela
comparagcdo dos niveis disponiveis com a seguinte sequéncia de
prioridades:
1. Valor representativo = moda
2. Valor representativo = valor intermediario
3. Valor representativo = maior valor.
4. Avaliagdo subjetiva de acordo com a possibilidade de problemas
técnicos da reacao ou representacao da neoplasia.
O escore final foi estabelecido segundo ilustrado na Tabela 4

classificado em negativo, fraco, moderado e forte.

Tabela 4 - Critérios de graduag&o imunoistoquimica a partir da intensidade
da marcagao e porcentagem de células neoplasicas marcadas. Os casos
foram categorizados em imunomarcagao ausente, fraca, moderada e forte.

tagem de Células Neoplasicas Marcadas (%)

1-10 11-50 50-90 >90

.
i

s Fraco

Intensidade

2= Forte

== Moderado
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Comparamos a intensidade de coloragdo em relagcdo ao tempo de
arquivamento do bloco de parafina a fim de avaliarmos possiveis
interferéncias desta variavel. Estabelecemos quatro grupos de acordo com o
tempo de arquivamento: 1980-85, 1986-90, 1991-95, 1996-2001 e
comparamos a intensidade de coloragao para o anticorpo anti-CD20.

Para a elaboragao do algoritmo porposto por Hans et al. [HANS et al.
2004] consideramos positiva a imunomarcagao maior que 10% das células
em pelo menos um nivel, independente da intensidade da marcacdo. A

estrutura do algoritmo esta demonstrada na Figura 17.

CENTRO
ERMINATIV
@/ S Q NAO-CENTRO
GERMINATIVO
CD10 @/
\ y MUM1
BCL6 \
- CENTRO
_\ GERMINATIVO
NAO-CENTRO
GERMINATIVO

Figura 17 — Algoritmo para classificagdo molecular dos Linfomas Difusos de
Grandes Células B pela imunoistoquimica segundo Hans et al. 2004.
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3.5 REVISAO DOS PRONTUARIOS

Os prontuarios arquivados ou microfiimados foram revistos para
anotac&o das variaveis clinicas em protocolo especifico (Figura 18).

O tempo de seguimento clinico foi calculado em meses pela
subtragdo da data do inicio da quimioterapia da data da ultima informacao
(consulta médica ou contato indireto) ou morte pelo linfoma. A morte
relacionada ao linfoma (ou cancer-especifica) foi definida como a morte pela
doenca em si ou pelos efeitos do tratamento quimioterapico/radioterapico.

A remissao clinica completa foi estabelecida pela auséncia de doenca
clinica detectavel ao fim do tratamento quimioterapico de primeira linha. A
sobrevida livre de doencga foi calculada pela subtragdo da data do atestado
de remissdo completa até a recidiva do linfoma. O IPI foi estabelecido
segundo o o The International Non-Hodgkin's Lymphoma Prognostic Factors
Project (Anonymus 1993).

Como muitos pacientes apresentavam dados faltantes para a
elaboracédo do IPI classico utilizamos o calculo do IPI adaptado segundo
BIASOLI et al. (2000) (Figura 19).

Os dados dos prontuarios foram revistos e anotados em protocolo
especifico. Apos a anotagdo dos prontuarios foi necessario excluir alguns

pacientes por motivos clinicos.



LDGCB - PROTOCOLO DE ANOTAGOES CLINICAS
DR. VICTOR PIANA DE ANDRADE / PROF. FERNANDO A. SOARES

RGH:

NOME:

IDADE 1° ATENDIMENTO:

NASCIMENTO:

SEXO:
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PRIMEIRO ATENDIMENTO:

DIAGNOSTICO Topografia:

/ / IPI:

ESTAGIO:

PERF STATUS:

TAMANHO DO TUMOR:

KARNOFSKY:

ESQUEMA QUIMIOTERAPIA:
N° DE SESSOES:

DHL: B2-MICROGLOBULINA:
DOENCA EXTRA-NODAL.: SINTOMAS B:
TRATAMENTO

INiclO: / / FIM: / /

Radioterapia
Remissao completa:

RECIDIVA:___ /__ |/

INTERCORRENCIAS:

OBSERVAGOES:

ULTIMA INFORMAGAO: /|

SEGUIMENTO

OBITO: / /

| _ESTADO:

Figura 18 - Protocolo de anotagdo dos dados obtidos a partir da revisao dos

prontuarios clinicos.
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= 3 fatores de risco ALTO RISCO
N=5
> < 2 Fatores de risco BAIXO RISCO
= 3 fatores de risco
/ adversos ALTO RISCO
— 2 fato:jes de risco EXCLUIDO
= adverso - >
—>
< 1 fator de risco

3 fatores de risco ALTO RISCO
adverso

1 ou 2 fatores de risco EXCLUIDO
adverso >

Nenhum fator de
risco adverso ______» | BAIXORISCO

N

N=2 > EXCLUIDO

Fonte: BIASOLI et al. (2000).

Figura 19 - Critérios para elaboracdo do IPI adaptado a situagbes de dados
clinicos incompletos, baseado no numero de fatores disponiveis (N).
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Os critérios de inclusado dos pacientes para a analise de sobrevida:
Pacientes maiores de 18 anos, uma vez que o0s pacientes
acompanhados pelo departamento de Pediatria usaram protocolo de
tratamento diferente do utilizado para os adultos;

Pacientes diagnosticados, tratados e acompanhados no Hospital AC
Camargo cuja bidpsia disponivel para a construgdo do
TMA foi obtida antes do inicio da quimioterapia;

Pacientes com doenga primaria nodal

Pacientes com linfoma difuso de células grandes com positividade
para o anticorpo anti-CD20

Os critérios de exclusédo dos pacientes da analise de sobrevida foram:
Os pacientes com diagnéstico de Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida.

Pacientes com doengas concomitantes graves (Insuficiéncia cardiaca
congestiva grau |V, cirrose hepatica, carcinoma de pancreas) que
impediram as analises da resposta a quimioterapia por 6bito precoce
pela doenga de base;

os casos de linfomas CD20 positivos com painel imunoistoquimico
mais compativel com outro linfoma B (por exemplo CD5/Ciclina D1
positivos)

os casos com indice proliferativo muito baixo

0s casos sem representacdo de linfoma difuso de grandes células na

amostra contida nas laminas do TMA;
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3.6 METODOS ESTATISTICOS

Para as analises de sobrevida a variavel dependente considerada foi a
porcentagem de sobrevida cancer especifica( SCE) em 5 anos (SCE-5). A
SCE foi calculada pelo intervalo entre o inicio do tratamento (primeiro ciclo
da quimioterapia ) e o Obito decorrente a doenga ou ao tratamento. Para os
pacientes que ndo morreram considerou-se a data da ultima infomacao.
Parta a sobrevida livre de doenga o evento final considerado foi a recidiva
clinica ou histopatologica.

As variaveis independentes foram as variaveis clinicas e indices obtidos pela
revisdo dos prontuarios, o valor representativo das analises
imunoistoquimicas e os perfis moleculares.

A analise univariada foi feita pelo método de Kaplan-Meier sendo as curvas
de sobrevida comparadas pelo teste de log-rank.

Foram selecionadas para o modelo de riscos proporcionais de Cox as
variaveis cujos niveis descritivos dos testes de significancia foram de até
15%. A técnica de modelagem utilizada foi a Stepwise Forward Selection. A
estimativa do risco relativo foi realizada pelo calculo do Hazard Ratio (HR) o
qual foi obtido a partir do modelo de Cox.

A associagao entre as variaveis qualitativas foi avaliada pelo teste do qui-
guadrado de Pearson ou pelo teste exato de Fisher.

Para todas as analise o nivel de signficancia estatistica considerado foi de
5%.

O software utilizado para a analise estatistica foi o SPSS v10
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4 RESULTADOS

41 MARCADORES IMUNOISTOQUIMICOS

Apos a revisdo das laminas disponiveis dos casos selecionados pela
leitura dos laudos anatomopatolégicos foram selecionados 297 pacientes
com Linfoma n&o-Hodgkin com aspecto difuso composto por células
grandes. Dos 297 espécimes selecionados para a construgdo do bloco

receptor 252 foram positivos para o anticorpo CD20 (Figura 20).

23

22

- CD20 (+)
|:| CD20 (-)

|:| Nao avaliavel

252

Figura 20 - Grafico de proporgéo de casos CD20+, CD20(-) e ndo avaliaveis
no bloco de TMA.

Os resultados da analise imunoistoquimica considerando os casos
com CD20 positivo esta demonstrado nos graficos de barras contendo as
proporc¢des de casos negativo, fraco, moderado e forte para cada anticorpo

(Figuras 21 a 24).
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HLA-DR 1
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Il Moderado
Il Forte

Figura 21 — Grafico da propor¢cdo de casos negativos e positivos fraco,
imunoistoquimica dos marcadores da

moderado e forte na analise
diferenciacao linfocitaria.

P73

MCL1

CASPASE 9

CASPASE 3 CLIV

CASPASE 3
FASL
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BAX
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Figura 22 - Grafico da proporgdo de casos negativos e positivos fraco,
moderado e forte na analise imunoistoquimica dos marcadores da apoptose.
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Figura 23 - Grafico da proporgdo de casos negativos e positivos fraco,
moderado e forte na analise imunoistoquimica dos marcadores do ciclo

celular.
COX2
NF-kappaB
JUND
[ INEGATIVO
[JFRACO
CFOS
I MODERADO
H FORTE
CJUN
STAT-2
STAT-1
|
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 24 - Grafico da proporgdo de casos negativos e positivos fraco,
moderado e forte na analise imunoistoquimica dos marcadores de resposta

a citocinas/metabolismo oxidativo.
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Excluindo-se os que apresentavam painel imunoistoquimico compativeis
com outros linfomas CD20+ restaram 109 pacientes adultos com linfoma
difuso de grandes células B nodal, com tratamento quimioterapico baseado
em antraciclina e acompanhamento no Hospital do Cancer A.C Camargo,
com dados clinicos suficientes para a analise das sobrevida cancer-

especifica e livre de doenga.

4.2 CARACTERIZAGAO DOS PACIENTES INCLUIDOS NA

ANALISE DE SOBREVIDA

A idade dos pacientes variou de 21 a 83 anos (média 55 + 14.1 anos
e mediana 55 anos). Quanto ao estagio clinico, 11 pacientes apresentaram
doenca no estagio I, 29 no estagio Il, 35 no estagio Il e 34 no estagio IV. As

sobrevidas relacionadas ao estagio clinico estdo mostradas na

Tabela 5. Sessenta e oito pacientes (62.4%) faleceram ao longo de todo o
seguimento e a sobrevida cancer-especifica em cinco anos (SCE-5) foi de
39.3%. O tempo maximo de seguimento foi de 210 meses (mediana 40
meses). Nao houve diferenca significativa na SCE-5 segundo a década de
admissao no Hospital AC Camargo (1980-1991 vs. 1991-2001; p=0.380).
Apenas 47 pacientes apresentavam todos os dados necessarios a
elaboragcdo do IPI classico. Segundo os critérios do IPl adaptado, 50
pacientes apresentavam IPl de baixo risco, 22 apresentavam |IPI de alto

risco e em 39 o IPI ndo pode ser determinado.
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Tabela 5 - Taxas de Sobrevida global média, Sobrevida livre de doenca
meédia e remissdo completa segundo o estadiamento clinico.

Sobrevida Cancer Sobrevida Livre de Remissao

Estadiamento Especifica Média Doenca Média Completa

(meses) (meses) (%)

I (n=11) 64,52 41,24 82
Il (n=32) 50,03 23,98 59
Il (n=36) 31,60 14,02 42
IV (n=34) 34,44 14,63 29

A SCE-5 para o grupo com IPI de baixo risco foi de 55,7% enquanto

para o grupo com IPI de alto risco foi de 25,0% (p=0,004; Figura 24)

1,0—
08—
§ IPI: Baixo
Z 06— .
3 fuam
(5]
© s .
(1]
o e
3 0,4— o
e e SGEECELLEEEEE -
@ IPI: Alto risco
0,2—
p=0,004
0,0 I I I I |
0,0 12,0 24,0 36,0 48,0 60,0

meses

Figura 25 - Grafico de comparagdo das curvas de sobrevida cancer
especifica entre os grupos com IPI de baixo risco e IPI de alto risco.
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4.3 A ANALISE UNIVARIADA

Variaveis clinicas

As SCE-5 segundo as variaveis clinicas estdo descritas na Tabela 6.
O IPI, o estagio clinico (quatro grupos ou agrupado em doenga avangada vs.
doenca localizada) e a remissdo completa (Figura 26) apds o tratamento
quimioterapico de primeira linha foram os parametros clinicos
estatisticamente significativos para a SCE-5. O uso de radioterapia
adjuvante esteve correlacionado a maior SCE-5, embora com uma diferenga
estatisticamente n&o significativa. A idade acima de 60 anos ndo mostrou
diferenca estatistica nesta populacéo.

Tabela 6 - Analise univariada dos parametros clinicos em relacdo a
sobrevida cancer especifica em 5 anos.

Variavel Categorias Sobrevida Cancer-

especifica 5 anos
(%)

> 60 39,9
Idade <60 36.6 0,618
I 60,9
- ‘. Il 55,5
Estagio Clinico Il 290 <0,001
v 25,0
- i I/ 57,3
Estagio Clinico agrupado " 286 <0,001
— Sim 63,8
Remissdao Completa No 216 <0,001
. Nao 38,9
Sintomas B Sim 395 0,419
. . . Nao 341
Radioterapia adjuvante Sim 473 0,057
—— oy . baixo risco 55,7
Indice Prognéstico Internacional alto risco 250 0,004
Década de admissao 1980-1990 35,1 0,348

1991-2001 442
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Figura 26 - Grafico da comparagdo das curvas de sobrevida cancer
especifica entre 0os grupos com e sem remissdo completa apos esquema
quimioterapico de primeira linha.

Variaveis morfolégicas e moleculares

N&do houve diferenca na SCE-5 em relagdo a morfologia celular
predominante no linfoma (centroblastica vs. imunoblastica vs. pleomorfica
vs. B-rico em T; p=0,660).

A Tabela 7 mostra os resultados da analise imunoistoquimica para
cada painel estudado correlacionados com a SCE-5. Os resultados da
analise estatistica univariada dos marcadores imunoistoquimicos agrupados
em negativo ou positivo (fraco, moderado ou forte) estdo descritos na Tabela

8.
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Conforme esperado, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre a intensidade da marcagao imunoistoquimica do anticorpo
CD20 ao longo dos anos (p=0,06). Embora n&o tenha sido avaliado
objetivamente, também ndo observamos diferengas na intensidade da
imunomarcagao para os demais anticorpos entre casos mais antigos e mais
recentes. Portanto, devemos considerar que o tempo de arquivamento nao
interferiu na intensidade da reagao imunoistoquimica na nossa amostra.

As seguintes variaveis molculares encontraram significancia
estatistica para SCE-5 na analise univariada: OCT2 (p=0,009; Figura 27),
p53 (p=0,024; Figura 28), Ciclina G1 (p=0,021; Figura 29), e NF-xB
(p=0,044; Figura 30) e ciclina B1 (p=0,002).

A positividade para a proteina BCL2 em mais de 50% das células
neoplasicas, ponto de corte mais frequentemente utilizado na literatura,
esteve relacionada a uma pior sobrevida livre de doenga (negativo: 34,6% e
positivo: 16,35%; p=0,028). Além disto no grupo de pacientes com IPI de
baixo risco a positividade para BCL2 esteve associada a pior SCE-5

(negativo: 60.6%, positivo: 26.7%; p=0,029).



61

Tabela 7 - Analise univariada da marcag¢do imunoistoquimica para cada
painel estudado em relacdo a sobrevida cancer especifica em 5 anos™.

Painel Anticorpo Marcagdo Imunoistoquimica (n)/SCE-5 (%)
Neg/SCE-5 1+/SCE-5 2+/SCE-5 3+/SCE-5
CD5 88/37,5 3/63,7 5/0 5/80,0 ,237
CD10 82/33,6 8/52,5 9/55,6 5/60,0 ,504
.§ § bcl-6 69/42,7 11/60,6 16/33,0 6/33,0 ,706
§ o MUM-1 48/42,2 22/23,3 15/54,9 15/35,6 ,136
‘E" 5 HLA-DR 33/32,0 16/48,9 22/45,7 31/39,0 ,439
OCT-2 10/0 15/42,9 21/48,2 51/41,3 ,056
BOB1 1/0 6/0 16/10,7 76/50,0 ,002
p53 26/63,1 54/34,8 14/21,4 9/47,6 ,023
bcl-2 30/51,8 26/30,1 23/38,3 25/34,8 ,694
bcl-X 11/24,2 56/42,1 20/42,4 13/39,6 ,818
bax 1/100 7/28,6 30/24 4 65/46,0 ,453
§ bak 25/38,3 42/47,3 30/37,3 5/40,0 ,972
‘g’. caspase3 5/40,0 35/25,5 31/51,0 23/43,2 ,275
g— caspase3 clivada 7/38,1 60/37,8 27/33,7 10/37,5 ,583
caspase9 17/59,6 51/29,5 19/50,0 10/30,0 ,604
CD95 0 10/32,0 16/43,7 78/40,2 ,915
CD95L 2/0 21/61,8 47/39,0 28/33,8 ,179
MCL-1 21/44.9 39/40,2 20/41,6 11/26,5 ,861
pRb 16/37,5 23/37,9 49/36,9 14/42,9 ,958
Ciclina A 0 20/31,1 37/51,3 41/33,4 ,125
Y Ciclina B1 2/0 23/50,2 42/42,5 20/42,5 ,024
= Ciclina D1 74/33,5 11/68,2 1/0 2/100 ,148
§ Ciclina G1 15/20,0 28/39,2 40/45,7 17/36,3 ,131
o p16 91/38,7 10/45,0 2/0 1/0 ,841
o p21 77/40,4 20/41,3 5/0 1/100 ,484
p27 17/57,7 49/33,2 29/43,9 5/20,0 ,409
p73 15/36,6 46/47,3 25/43,2 14/32,6 ,733
cJun 24/37,0 48/38,4 7/38,1 5/40,0 ,792
'g @ JunD 14/47.,9 54/37,5 19/30,7 3/66,7 ,859
‘g’ 5 STAT-1 7/28,6 25/23,3 36/42,6 22/48,3 ,262
e STAT-2 7/28,6 16/43,7 36/44,0 38/40,9 ,706
e © NF-«xB 16/62,4 29/36,5 27/36,5 20/41,7 ,248
Cox-2 13/33,0 33/38,9 22/45 4 16/37,6 ,988

*Os marcadores CD44v6 diferenciagcéo celular) e Ciclina E (ciclo celular) foram negativos
em todos os casos. O marcador cFos (metabolismo oxidativo) foi positivo forte em todos os

casos.
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Tabela 8 - Analise univariada da sobrevida cancer-especifica em 5 anos
(SCE-5) segundo a resultado imunoistoquimico categorizado em negativo e
positivo.*

Painel Anticorpo Negativo Positivo
n/SCE-5 n/SCE-5
CD5 88/37.5 13/44.0 0.904
CcD10 82/33.6 22/54.2 0.155
BCL-6 69/42.7 33/38.3 0.787
D|FERENC|AQAO MUM-1 48/42 .2 52/35.5 0.909
LINFOIDE HLA-DR 33/32.0 69/44.3 0.110
CD138 98/36.8 1/0 0.873
OCT-2 10/0 87/43.3 0.009
BOB1 1/0 98/39.5 0,084
P53 26/63 .1 77/32.0 0.024
BCL-2 30/51.8 74/34.5 0.295
BCL-X 11/24 .2 89/41.7 0.335
BAX 1/100 102/38.9 0.391
BAK 25/38.3 77/42 1 0.646
(AHEIPIOR2 CASPASE3 5/40.0 92/389  0.961
CASPASE3 CLIVADA 7/38.1 97/36.5 0.991
CASPASE9 17/59.6 80/33.9 0.266
CD95L 2/0 96/42.5 0.519
MCL-1 21/44.9 70/37.7 0.396
PRB 16/37.5 86/39.4 0.640
CICLINA B1 2/0 85/41.4 0.002
CICLINA D1 74/33.5 14/67.3 0.065
S EELL CICLINA G1 15/20.0 85/41.6 0.021
P16 91/38.7 13/49.2 0.700
P21 77/40.4 26/34.7 0.550
P27 17/57.7 83/36.1 0.205
P73 15/36.6 85/42.6 0.786
CJUN 24/37.0 60/38.1 0.652
JUND 14/47.9 76/36.3 0.638
RESPOSTA A COX-2 13/33.0 71/38.9 0.823
CITOCINAS STAT-1 7/28.6 83/39.3 0.919
STAT-2 7/28.6 90/39.9 0.315
NF-«xB 16/62.4 76/38.4 0.044

*Os marcadores ciclina A e cFos foram positivos em todos os casos. Os marcadores
CD44v6 e ciclina E foram negativos em todos os casos.
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Figura 27 - Grafico de comparagdo das curvas de sobrevida cancer
especifica entre os grupos OCT2 positivo e OCT2 negativo.
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Figura 28 - Grafico de comparagdo das curvas de sobrevida cancer
especifica entre os grupos p53 positivo e p53 negativo.
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Figura 29 - Grafico de comparagéo das curvas de sobrevida cancer
especifica entre os grupos Ciclina G1 positivo e Ciclina G1 negativo.
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Figura 30 - Grafico de comparagéo das curvas de sobrevida cancer

especifica entre os grupos grupos NF-KappaB positivo e NF-kappaB
negativo.
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A classificagdo molecular do LDGCB segundo o algoritmo de Hans et al.
2004 foi possivel em 101 casos e identificou:

Perfil “centro germinativo”: 34 casos (29,7%)

Perfil “ndo centro-germinativo”™: 67 casos (66,3%)

Nenhuma diferenga estatisticamente significativa quanto a SCE-5 foi
observada nesta populagdo considerando esta classificagdo molecular (CG: 38,8%
e Ativado: 41,0%;p=0.610). Para a sobrevida livre de doengca também n&o
observamos diferengca estatisticamente significativa entre os perfis moleculares
(Ativado: 24,6% e CG: 31,9%; p=0,672). Investigamos a validade de um outro
algoritmo demonstrado na Figura 31 onde a evidéncia de ativagéo linfocitaria
determinada pela positividade do anticorpo MUM1 foi considerada a principal
informacgao. O tipo 3 foi definido pela auséncia de evidéncia dos perfis “ativado” ou
‘centro germinativo”. Neste algoritmo foram classificados como perfil “centro
germinativo”, perfil “ativado e tipo 3 respectivamente 26 (31,3%), 23 (27,7%) e 36
(43,4%) casos. Nao houve diferenga significativa na sobrevida cancer especifica
(CG: 43,1%, Ativado: 37,9% e Tipo 3: 46,3%; p=0,185) ou sobrevida livre de

doenca (CG:35,4%, Ativado: 0% e Tipo 3: 33,2%; p= 0,711) entre estes grupos.

LINFOCITO
ATIVADO
pd
MUM1 CENTRO
GERMINATIVO
\ V
CD10 ou
BCL6
B TIPO 3

Figura 31 - Algortimo alternativo para a classificagdo molecular dos LDGCB pela
imunoistoquimica.
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Legenda: A - CD10 positivo; B — CD10 negativo; C — BCL6 positivo; D —
BCL6 negativo; E — MUM1 negativo; F: MUM1 positivo. As ilustracdes
situadas a esquerda na figura compdéem o perfil “centro germinativo”
enquanto as situadas a direita compdem o perfil “linfocito ativado”.

Figura 32 - Conjunto de marcadores imunoistoquimicos usados na
classificagao dos LDGCB segundo o perfil ontogenético.
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4.4 A ANALISE MULTIVARIADA

Todas as variaveis clinicas ou moleculares com nivel de significancia
na analise univariada menor que 0,15 participaram do modelo de regresséo
Cox. Os fatores de risco independentes para morte relacionada a doenca
identificados pelo modelo de regressdao COX foram: IPI de alto risco e

doenca residual apds regime quimioterapico de primeira linha (Tabela 9).

Tabela 9 — Analise multivariada. Modelo regressdo Cox com as variaveis
clinicas IPI e remissao completa.

Variavel Categoria Hazard Intervalo de Confianga
Ratio 95% do Hazard Ratio
Inferior Superior
IPI baixo risco 1
alto risco 2,27 1,08 4,78
Remissdao Completa sim 1
nao 3,27 1,56 6,83

Os pacientes foram estratificados em trés grupos de acordo com o
numero de fatores de risco independentes para o Obito com diferenca
estatisticamente significativa entre as curvas de sobrevida cancer especifica
(p=0,005; Figura 33):

. Auséncia dos fatores de risco: SCE-5 = 75.2%
. Um fator de risco: SCE-5 = 42.8%

o Dois fatores de risco: SCE-5 =14.3%
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Figura 33 - Grafico de comparagdo das curvas de sobrevida cancer
especifica entre os grupos com e sem fatores adversos identificados pelo
modelo multivariado Cox (IPl e remissdo completa).

Quando o modelo multivariado foi ajustado pela década do
tratamento as variaveis IPl e remissdao completa mantiveram seus niveis de
significancia, permanecendo no modelo.

O grupo de pacientes com IPI de baixo risco difere significativamente
do grupo de pacientes com IPI de alto risco para os marcadores moleculares
STAT-1 (p = 0.017) e cdun (p=0.041). Tanto para STAT-1 quanto para cJun
a positividade esteve associada com o IPI de baixo risco.

Se considerarmos apenas os pacientes com I[Pl de baixo risco
observamos que 60.6% dos pacientes portadores de LDGCB BCL2 positivo
apresentaram morte relacionada ao linfoma, comparado a 26.7% dos

pacientes do subgrupo BCL2 negativo (p=0,029). Os demais marcadores
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moleculares apresentaram diferengas nao significativas para esta variavel.

Para os pacientes com IPI de alto risco nao identificamos marcadores
moleculares relacionados significativamente com a melhor ou pior SCE-5.
Também nao identificamos nenhum marcador molecular capaz de predizer a
remissdo completa ao tratamento quimioterapico de primeira linha.

Para a identificagdo das variaveis moleculares mais relevantes
excluimos o IPI do modelo de regressdo Cox e as variaveis que
permaneceram no modelo foram remissdo completa, estagio clinico, P53 e
OCT2 (Tabela 10).

Assim elaboramos um modelo algoritmo baseado nas duas variaveis
moleculares presentes nesta situacido, capaz de separar os pacientes com
evolugdo favoravel e desfavoravel com nivel de significancia estatistica
p=0,02 (Figura 34 e 35; Tabela 11).

Tabela 10 - Simulagdo do modelo de regressao Cox antes da inclusdo do
IPI.

Intervalo de Confianga 95%

Variavel Categoria Hazard Ratio do Hazard Ratio
Inferior Superior
I
. . Il 3,91 0,81 18,84

Estagio Clinico I 6.41 1,37 20,98
1Y 10,37 2,25 47,73
Negativo

P53 Positivo 2,64 1,20 5,81
Positivo

OCT2 Negativo 2,34 1,06 5,19
Sim

Remissdo Completa N3o 3,89 2,03 7,23
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Figura 34 - Algoritmo elaborado a partir das variaveis moleculares OCT2 e
p53 para classificacdo do risco de evolugao desfavoravel apds tratamento
padrdao em pacientes com linfoma difuso de grandes células B.



71

Tabela 11 - Sobrevida cancer-especifica e sobrevida mediana dos grupos
OCT2 negativo, OCT2negativo/p53positivo e OCT2positivo/p53negativo
(p=0,02).

Categoria Sobrevida Cancer-Especifica 5 anos
(%)
OCT2 neg 10 0
OCT2+/p53+ 67 36,5
OCT2+/p53- 24 65,6
1,0
0,8 OCT2+ p53 (-)
£ L
2 06—
3
S OCT2+ p53+
b= I T
04— v H
.g I --------
@ I
ST
0,2 |
e , OCT2(-)
p=0,02 1
00 1 | 1 ! |
0,0 12,0 240 36,0 48,0 60,0
meses

Figura 35 - Grafico de comparagdo das curvas de sobrevida cancer
especifica entre os grupos OCT2(-), OCT2+/p53+ e OCT2+/p53(-)



72

5 DISCUSSAO

A categoria LDGCB da O.M.S. inclui um grupo heterogéneo de
linfomas agressivos com uma grande proporc¢ao dos pacientes apresentando
resposta insatisfatéria ao tratamento ou morte pelos efeitos colaterais deste.
As expectativas sdo de se refinar melhor os critérios diagndsticos e os
fatores prognosticos/preditivos para se individualizar as opgdes de
tratamento. Noés analisamos tanto variaveis clinicas como variaveis
moleculares por imunoistoquimica, referentes a diferentes fungdes celulares,
incluindo o ciclo celular, a apoptose, a diferenciagcéo do linfécito e a fatores
de transcricdo de respotas a citocinas. Identificamos pela analise
multivariada duas variaveis clinicas, IPl e remissdo completa, como as mais
relevantes para o prognostico dos pacientes adultos com LDGCB nodal pés-
tratamento. Variaveis moleculares como P53, OCT2, NF-kB, as ciclinas G1
e B1 e BCL2 mostraram-se estatisticamente significantes na analise
univariada ou agregam algum refinamento prognaéstico ao IPI.

A populagao estudada apresenta algumas caracteristicas particulares
que merecem consideragodes:

1. A casuistica exibiu uma idade mediana ao diagnostico de 54 anos (21

a 83), sendo esta 10 anos menor do que o esperado para o LDGCB
2. Observamos uma propor¢cdo maior do que esperado de casos com

estagio clinico Il ou IV quando comparado aos dados da literatura

(63,6% vs. 50,0%).

O Hospital do Cancer AC Camargo é uma instituicdo com nivel
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terciario de atengdo a saude, especializada no tratamento de oncologia,
onde os pacientes s&do encaminhados de todo o Brasil e mais raramente de
alguns paises da Ameérica do Sul. Muitas vezes sdo encaminhados para uma
segunda opinido pacientes portadores de doengas avangadas, considerados
fora de possibilidade terapéutica em suas cidades de origem. Esta situagao
outrora usual comega agora a ocorrer com menor frequéncia a medida que
novos centros de tratamento oncoldgico estdo em funcionamento no pais.
Entretanto, nossa casuistica retrata a realidade das décadas de 1980 e
1990. Ainda assim, as taxas de oObito pela doenca/tratamento e SCE-5
(63,3% e 39,3%) se mostraram semelhantes as esperadas para o LDGCB.
Além disto, a SCE-5 observada nos grupos com IPI de baixo risco (55,7%) e
IPI de alto risco (25%) s&o taxas esperadas para cada uma destas
situacdes. Por isto, reconhecemos um viés na selecdo dos pacientes mas
entendemos que este viés nao influenciou significativamente nas analises
que se seguem.

Para este estudo utilizamos o método de Tissue Microarrays para
analise da expressao protéica imunoistoquimca em larga escala. Avangos
recentes na caracterizacdo molecular por quantificacdo de cDNA
evidenciaram a existéncia de subtipos de LDGCB com evolucdo clinica
distinta, baseado nas similaridades da célula neoplasica com determinados
estagios da maturagdo do linfocito B. Por razdes praticas a tradugdo do
conhecimento obtido através dos estudo de cDNA microarrays (perfis
moleculares) para o nivel protéico é necessaria.

A maior preocupacdo dos criticos da utilizacdo do TMA é a
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representacao da lesdo considerando a pequena amostra estudada. Pode-
se defender a idéia do uso do TMA lembrando que patologistas cirurgicos
trabalham sobre amostragem e nunca a representagdo de um tumor por um
corte convencional é realmente completa. As laminas convencionais sao na
verdade amostras selecionadas a partir do exame macroscopico e mesmo
que todo o tumor tenha sido incluido em parafina ndo o examinaremos por
completo. Podemos exemplificar considerando um tumor esférico de 2,0 cm
de diametro e tomado apenas um corte de 1cm? por 4um de espessura. O
tumor tem o volume de 8,0 cm®, enquanto que o corte analisa apenas 0,004
cm?®, ou seja, 0,0005% do tumor. Por outro lado, se analisarmos nas laminas
de TMA amostras de tecido de 1,0 mm de didmetro, estaremos o fazendo
100 vezes menos, portanto 0,00004 cm®. O mais importante, entretanto, é a
selecdo da amostra para o TMA a partir da lamina original. Um corte
convencional usualmente ndo contém 100% da amostra com células
tumorais, enquanto que na amostra de TMA sdo selecionadas areas de
tumor com alta densidade celular. Além disso, um corte representa somente
uma area do tumor. Estdo corretos aqueles que defendem que um tumor é
heterogéneo e, portanto, diferentes areas deveriam ser selecionadas para
representar toda a diversidade morfologica e neste ponto ha uma vantagem
nas amostras do TMA. E mais representativo observar areas provenientes
de diversos blocos de tumor do que de um unico segmento, por maior que
ele seja. Com a utlizagdo do TMA, podem-se analisar ldminas com
diferentes niveis de profundidade. Um bloco de TMA pode dar origem a até

200 laminas na dependéncia da profundidade dos cilindros nele contidos. Se
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considerarmos laminas cortadas com 5um, e utilizarmos um marcador com
40 cortes de diferenca, estaremos com 200um de distancia entre os niveis e
nenhuma célula presente no corte 1 estara representada no corte 40. Esta
avaliagdo em dois niveis pode ter uma melhor representacdo do que no
corte original (CAMP et al. 2000; MUCCI et al. 2000).

No nosso estudo fomos capazes de identificar os grupos LDGCB-CG
e LDGCB-A pela imunoistoquimica, embora ndo tenhamos identificado uma
diferencga significativa na SCE-5 (p=0,610). Este achado ja foi reportado por
outros autores (COLOMO et al. 2003; DE PAEPE et al. 2005). A
classificagdo molecular dos LDGCB usando antigenos de diferenciagdo do
linfécito B como o CD10, BCL6, MUM1 e CD138 obteve sucesso em alguns
estudos mas é vista com algum ceticismo por outros (SHIPP et al. 2002;
COLOMO et al. 2003; CHANG et al. 2004; HANS et al. 2004). De fato, os
dados disponiveis atualmente ndo mostram consenso no que diz respeito a
classificagdo dos LDGCB por imunoistoquimica. Na nossa casuistica 34 de
109 LDGCB (33,0%) foram classificados como LDGCB-CG comparados com
15 de 38 (39,4%) no estudo de CHANG et al. (2004) e 64 de 152 LDGCB
(42%) no estudo de HANS et al. (2004)

O grupo LDGCB-CG é definido como CD10 ou BCL6 positivo e
MUM1 negativo. O algoritmo de HANS et al. (2004) considera a CD10 como
a proteina determinante, isto é, casos CD10 positivo s&o considerados como
perfil “centro germinativo” e apenas casos CD10 negativo tém a
possibilidade de serem classificados como perfil “linfécito ativado”, devendo

para isto combinar a negatividade para a proteina BCL6 e positividade para
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MUM1. Casos BCL6 positivo e MUM1 negativo s&o classificados como perfil
“centro germinativo” mesmo com CD10 negativo.

As proteinas CD10 e BCL6 tém sido tratadas como altamente
especificas do estagio de diferenciagdo do centro germinativo. Entretanto,
sua expressao néo é restrita a linfomas B do centro germinativo. CD10 e
BCL6 podem apresentar positividade em linfomas T (linfoblastico e
angioimunoblastico), e ja foram demonstradas as positividades em casos
bem caracterizados de linfomas da zona marginal, considerados pds centro-
germinativo (KWON et al. 2003). Falini e colaboradores demonstraram em
2000 a co-expressao de MUM1 e BCL6 em cerca de 50% dos casos de
LDGCB. A identificagdo de um perfil do centro germinativo baseado na
positividade de CD10 e BCL6 deve ser cuidadosa. REE et al. (1999 e 2001)
e DOGAN et al. (2000) caracterizaram os padrdes de positividade do BCL6
em linfonodos reacionais, linfomas foliculares, linfomas difusos de grandes
células B, linfomas do manto, linfomas de Burkitt e linfomas de células T.
Tomados em conjunto os dados destes trabalhos sugerem que uma
identificagdo confiavel do perfil “centro germinativo” em LDGCB depende de
uma expressdo combinada de CD10 e BCL6, com frequéncia e intensidade
da reacdo semelhante ao centro germinativo reacional, linfoma folicular ou
linfoma de Burkitt, isto é, marcagao forte e difusa. Por outro lado a
expressdo de MUM1 é muito mais restrita a linfocitos ativados (das
linhagens B e T), ndo sendo expressos nas etapas iniciais da maturagédo no
centro germinativo. Pelo discutido, julgamos inapropriado o uso do CD10

como a proteina mais importante no algoritmo para classificagdo molecular
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dos LDGCB segundo o perfil ontogenético. O uso do MUM1 nesta posigcéo
de destaque no algoritmo € mais racional. Mesmo assim, durante a analise
estatistica fizemos simulagées com o algoritmo descrito por HANS et al.
(2004) que nao mostraram melhores resultados.

Cento e quatro casos foram informativos para a expressao de CD10:
negativo em 82 (78.8%), fraco em 8 (7.7%), moderado em 9 (8.7%) e forte
em 5 (4.8%). Percebemos uma melhor SCE-5 para os pacientes CD10
positivos embora em um nivel estatisticamente nao significativo (p=0,155).
Observamos também a co-expressdo de CD10/BCL6 e MUM1 em 29
pacientes, em consonancia com a observacdo de SAEZ et al. (2004),
mostrando que no LDGCB pode n&o preservar o padrao de diferenciagcao do
linfocito normal e a célula tumoral ter uma vantagem extra pela co-expresséo
destas moléculas. Pelo algoritmo de HANS et al. (2004) um caso CD10 e
MUM1 positivos, seria classificado como centro germinativo, a despeito da
evidéncia de ativagao.

Observamos um propor¢ao maior do que esperada de casos BCL6
negativo e marcagdes fracas mesmo apos a repeticdo e variagdo dos
protocolos em duas instituicdes diferentes com anticorpos policlonais e
monoclonais. Diante da dificuldade local, enviamos laminas para o preparo
das reacgdes no laboratério do Instituto Portugués de Oncologia em Lisboa,
sob os cuidados do Dr. Jose Cabecadas, que exibiu publicamente e afirmou
ter bons resultados com este anticorpo. Noventa e dois casos foram
informativos e os resultados foram: 69 negativos, 11 fracos (1+), 16

moderados (2+) e apenas 3 fortes (3+). A presencga de alguns poucos casos
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com coloragao forte atesta a fidelidade dos reagentes utilizados. Também
nao observamos uma coloragédo inespecifica de fundo significativa.

Nenhuma diferenga estatistica significativa foi observada na SCE-5
entre estes grupos BCL6 positivo e BCL6 negativo (p=0.706). A maioria dos
estudos aponta o BCL6 como um fator associado a evolucio favoravel mas
€ possivel também encontrar estudos antigos e recentes onde o BCL6 n&o
esteve associado a um melhor prognodstico, ou mesmo esteve associado a
um pior progndstico, seja pela pesquisa da translocagao como pela pesquisa
da expressao protéica (PESCARMONA et al. 1997; KRAMER et al. 1998;
BARRANS et al. 2002; COLOMO et al. 2003; CHANG et al. 2004; HANS et
al. 2004; LOSSOS et al. 2004; OHNO, 2004; DE PAEPE et al. 2005; VAN
IMHOFF et al. 2006).

Por outro lado, a proteina BCL6 tem um papel importante na
classificagdo molecular proposta atualmente baseada na ontogénese do
linfocito. A escassez de casos BCL6+ ajudou a distorcer a propor¢ao de
casos com perfil “centro germinativo” versus perfil “linfocito ativado” e pode
ter contribuido para a irrelevancia estatistica que observamos para esta
classificagdo nesta amostra. Consideramos que ha uma importante
dificuldade operacional com anticorpo BCL6 e portanto este anticorpo nao
deveria fazer parte do painel a ser utilizado rotineiramente para avaliagéo
prognostica/preditiva dos LDGCB.

COLOMO et al. (2003) concluiram que o perfil de diferenciagcéo
“centro germinativo” esteve associado com caracteristicas particulares mas

nao com uma melhor sobrevida.
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Usando arrays de oligonucleotideos SHIPP et al. (2002) foram
capazes de identificar os subtipos LDGCB-CG e LDGCB-A mas nao
encontraram correlagcdo com a evolugdo dos pacientes. Por outro lado,
identificaram outros 3 genes (NOR1, PDE4B and PKC-g) com fungdes
relacionadas a apoptose, ciclo celular e resposta linféide apds estimulagao
do receptor de células B associados a evolucao clinica.

Na nossa casuistica identificamos pela analise univariada proteinas
de diferentes fungdes celulares associadas com a evolugdo dos pacientes
quando categorizadas em “negativo” e “positivo”: ciclina B1 (p=0,002), ciclina
G1 (p=0,021), p53 (p=0.024), NF-xB (p=0,044) e OCT-2 (p=0,009). A ciclina
B1, embora tenha demonstrado relevancia estatistica apresenta apenas dois
individuos no grupo “negativo” e oitenta e cinco individuos no grupo
“positivo” configurando portanto um resultado com poder estatistico muito
pequeno. SAEZ et al. publicaram em 2004 um modelo multivariado para
predizer a evolugao, construido através da pesquisa imunoistoquimca de 52
proteinas em TMA contendo bidpsias de 152 pacientes. Apesar da aparente
semelhanga no design do estudo estes autores usaram variados pontos de
corte para a positividade de cada anticorpo o que dificultou uma analise
comparativa dos resultados finais. Ainda assim, alguns paralelos puderam
ser tragados entre os dois estudos. Neste referido estudo, também nao foi
possivel estabelecer correlacédo entre as variaveis moleculares consideradas
uteis para a construcdo do modelo e a classificagdo molecular proposta por
ROSENWALD et al. (2003)

A proteina OCT2 foi detectada na grande maioria dos casos,
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entretanto, sua negatividade esteve fortemente associada com uma
evolugao desfavoravel (p=0,009).

OCT2 é um potente ativador da transcricdo dos genes das
imunoglobulinas. Aparentemente OCT2 é necessaria quando as células B
sdo induzidas a diferenciar em células secretoras de anticorpos porque o
seu silenciamento afeta dramaticamente a diferenciagéo terminal do linfécito
B. Além disto, OCT2 é essencial para uma resposta proliferativa a estimulos
policlonais (CORCORAN e KARVELAS 1994) Neste processo OCT2 atua na
fase precoce de ativagdo de G1, durante a qual as células B se
comprometem a progredir no ciclo celular e dividir.

Em resumo, das proteinas relacionadas a diferenciacdo do linfécito
apenas a OCT2 se correlacionou com a evolugado dos pacientes. Outros
fatores de transcricdo de imunoglobulinas ja se mostraram estatisticamente
significantes para a evolugdo clinica de linfomas nao-Hodgkin
(TORLAKOQVIC et al. 2006).

Quanto a expressao protéica relacionada a apoptose observamos que
ha uma expressao frequente de proteinas pré-apoptéticas e anti-apoptoticas,
com variavel intensidade e em sua maioria sem uma correlagdo com o
comportamento biolégico do linfoma apds o tratamento quimioterapico. Trés
proteinas relacionadas a apoptose mostraram alguma relevancia estatistica
(p53, NF-kB e bcl2) embora com um papel secundario ao IPI. A expresséo
das proteinas p53 e NF-KB mostraram significancia estatistica na analise
univariada, ambos associados com evolugdo desfavoravel, possivelmente

relacionados a um aumento da resisténcia a apoptose pdos-quimioterapia
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(p=0,024 e p=0,044, respectivamente). A expressdo da proteina BCL2
mostrou uma associacdo com a evolugédo desfavoravel quanto a SCE-5 nos
pacientes com IP| de baixo risco (p=0,029) e na sobrevida livre de doenca
(p=0,028). De fato, a proteina BCL2 ha muito tem sido considerada um
poderoso preditor do comportamento biolégico dos LDGCB e em alguns
estudos foi considerada entre as proteinas mais importantes para a
elaboracdo de algoritmos para a classificagdo molecular ao lado do CD10 ou
MUM1. (BIASOLI et al. 2005; BARRANS et al. 2002; MURRIS et al. 2006)

O gene TP53 estimula a transcrigdo dos genes relacionados a
apoptose e ao ciclo celular em resposta a uma grande variedade de
estimulos toxicos e oncogénicos, dependendo do contexto bioldgico de cada
célula. O gene TP53 esta frequentemente mutado nas neoplasias humanas
incluindo os linfomas n&do-Hodgkin. A hiperexpressdo da proteina p53 tem
sido relacionada com agressividade clinica e resisténcia a quimioterapia nos
LDGCB, como um fator independente em algumas séries (FARRUGIA et al.
1994; PIRIS et al. 1994; ICHIKAWA et al. 1997; KODURU et al. 1997;
WILSON et al. 1997; MOLLER et al. 1999; SANCHEZ-BEATO et al. 2001).

Além disto o status do p53 é considerado um fator prognéstico bem
estabelecido nos LDGCB pelo livro da OMS 2001 (GATTER E WARNKE
2001). A expressao protéica detectada por imunoistoquimica n&o se
correlaciona exatamente com a presenga da mutagdo do gene, mas existem
outras maneiras de inativacdo do p53 como por exemplo pela hiper-
expressdo da proteina moduladora MDM2. Pelo seu aspecto pratico a

imunoistoquimica € o método mais usado na rotina para a detecgdo da
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anormalidade deste gene.

A via do Fator Nuclear kB (NF-kB; do inglés Nuclear Factor kB) regula
a sobrevida de células normais e neoplasicas através do controle da
expressao de genes envolvidos na morte celular através das vias intrinseca
e extrinseca da apoptose. Heterodimeros inativos (p50 e cREL, RELA,
RELB e outros) do NF-xB existem no citoplasma sobre o controle do seu
inibidor (IkB). Em resposta a estimulos diversos o |kB é fosforilado, se
desliga dos heterodimeros que ativados migram para o nucleo onde
induzem a transcricdo dos genes alvo. Estudos prévios ja relacionaram a via
do NF-kB com a sobrevida dos LDGCB e niveis maiores de ativacao da via
NF-xB foram descritas no LDGCB-A (KUPPERS et al. 1999; DAVIS et al.
2001). FEUERHAKE et al. (2005) descreveram uma maior concentragéo de
cREL no citoplasma dos LDGCB-CG mas este dado ndo se correlacionou
com a ativagao da via NF-kB. Ao contrario muitos dos seus alvos como IRF-
4(MUM1), BCL2 e ciclina D2 apresentavam altos niveis nos LDGCB-A.

Nossos resultados da analise univariada mostram uma significancia
estatistica para a pior SCE-5 observada nos pacientes com positividade
imunoistoquimica do NF-kB (c-REL) (p=0.044) e provavelmente este achado
esta relacionado a uma maior resisténcia a apoptose pds-quimioterapia.

Quanto ao ciclo celular também observamos uma grande variagdo na
expressdo das proteinas estimuladoras e reguladoras. Destacamos a
associacao da expressao da ciclina G1 com evolugao favoravel. A ciclina B1
também exibiu uma diferenga estatisticamente significativa mas os casos

negativos (associados com prognostico desfavoravel) foram tdo incomuns
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que o poder estatistico desta informacdo € muito pequeno. A ciclina A1
esteve expressa em todos os casos e ciclina E foi negativa em todos os
casos. Os LNH s&o divididos em indolentes (baixa fracdo proliferativa) e
agressivos (alta fragao proliferativa), ressaltando a importancia desta fungéo
celular no comportamento bioldégico desta neoplasia. Os linfomas
agressivos, onde se incluem os LDGCB, contam com alteragbes nas mais
diversas etapas do ciclo celular.

Segundo revisto por SHERR em 2000 na transicdo G1-S trés vias
estdo envolvidas e alteradas em virtualmente 100% dos linfomas agressivos:
a) p16-ciclinaD-CDK4-pRb, b) p14-MDM2-p53-p21 e c) p27-ciclinaE-CDK2.

As proteinas reguladoras do ciclo celular também exibiram uma
expressao variavel. A proteina p16, relacionada com a inibicdo da CDK4,
que se liga a ciclina D, ndo foi detectada em cerca de 90% dos casos e
quando expressa tem intensidade fraca, sugerindo sua inativagdo. Esta
negatividade para a proteina p16 nos linfomas €& exclusiva para os subtipos
agressivos e tem sido implicada na transformagao de linfomas indolentes (L.
Folicular, L. MALT) em LDGCB (VILLUENDAS et al. 1998). A proteina Rb,
cuja perda de expresséo ja foi descrita como um fator progndstico relevante
nos LDGCB (SANCHEZ et al. 1998), foi positiva cerca de 80% dos casos,
sem nenhuma associagao com a evolucgao clinica.

A proteina p27, inibidora da CDK2, que se liga a ciclina E, ndo foi
detectada em cerca de 70% dos casos e a ciclina E foi negativa em todos os
casos. Na casuistica de SAEZ et al. (2004) entretanto, a ciclina E hiper-

expressa foi um importante fator preditor de evolugdo clinica com risco
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relativo de 3,3. A proteina p21, com fun¢gdes muito semelhantes aquelas
descritas para a p27 apresentava expressdo quase oposta, com cerca de
80% dos casos mostrando alguma positividade.

Quanto a expressao protéica dos outros fatores transcricionais
observamos uma expressao frequente das proteinas STAT1 e STAT2 e uma
expressao infrequente para as proteinas cJUN e JUNd, sendo que a
positividade para STAT1 e cJUN estiveram associadas com o |IPI de baixo
risco (p=0,017 e p=0,041, respectivamente).

cdun, JunD e cFos fazem parte de um complexo molecular ativador
transcricional (AP-1) de genes envolvidos com a resposta ao stress
oxidativo, regulando diversas fung¢des celulares, como a apoptose, o ciclo
celular e a diferenciagdo. Especificamente nos linfomas estas proteinas ja
foram relacionadas a sensibilizacdo da célula tumoral a apoptose mediada
pelo anticorpo monoclonal anti-CD20 Rituximab e a melhor resposta ao
inibidor de protease Bortezomib (CITTERA et al. 2005; SHRINGARPURE et
al. 2006). Esta acdo depende de uma interacdo com outros fatores de
transcrigao, especificamente o STAT-1, o NF-xB e OCT2 (DE GRAZIA et al.
1994; XU et al. 2003; JAZIREHI e BONAVIDA 2005).

STAT1 é uma proteina latente do citoplasma que serve a vias de
sinalizagdo como transdutor do sinal e ativador da transcricdo em resposta a
diferentes citocinas incluindo IFN-o,3 (DARNELL et al. 1994; BRISCOE et al.
1996a e b; IHLE 1996; DARNELL 1997; BOWMAN et al. 2000; BRIVANLOU
e DARNELL 2002). J& se demonstrou o papel crucial do STAT1 na

modulagao dos checkpoints do ciclo celular apds lesbes no DNA, durante a
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parada do ciclo celular e apoptose, pela ativacdo da proteina p21 e
modulagdo da via ATM-Chk2-p53 (CHIN et al. 1996; TOWNSEND et al.
2004; TOWNSEND et al. 2005). A inibigdo da ativagdo da STAT1 por
antagonistas farmacologicos pode evitar a parada do ciclo celular das
células dos linfomas sensiveis to IFN-a e grandes diferengas na duragéo da
ativagcdo da STAT1 entre as linhagens malignas sensiveis e resistentes a
quimioterapia (BROMBERG et al. 1996; GRIMLEY et al. 1998; KAPLAN et
al. 1998). Assim estas duas proteinas associadas com IPI de baixo grau
podem pelo menos em parte explicar a boa resposta destes pacientes ao
tratamento quimioterapico padréao.

Considerando a complexidade patogenética dos LDGCB seria mais
racional para uma classificagdo molecular o uso de moléculas envolvidas
nas diversas funcdes celulares do que apenas a diferenciagao linfocitaria.
Nosso estudo aponta proteinas relacionadas com a diferenciacédo (OCT2),
com a apoptose (p53 e NF-kB), com o ciclo celular (ciclina G1) com papel
relevante na sobrevida dos pacientes com LDGCB apds tratamento com
quimioterapia. Todas estas variaveis apresentaram um papel secundario em
relagdo ao IPl. O IPl € um indice clinico de grande valor preditivo. Isto ndo
nos surpreende uma vez que o estagio clinico do paciente ou o tamanho e
disseminagao tumoral sdo em ultima analise a resultante de todas as vias
metabdlicas hiper e hipo-funcionantes. Dificilmente uma unica via metabdlica
ou um unico marcador tumoral conseguira identificar todos os pacientes de
pior ou melhor prognostico. Por outro lado, embora o IPI fornega boas

informagdes sobre os qual paciente tem maior ou menor chance de cura
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com a quimioterapia, ndo temos através dele nenhuma idéia especifica
sobre a biologia da célula tumoral, alvos terapéuticos ou estratégias de
quimioterapia individualizadas. Neste estudo identificamos moléculas
associadas com o IP| de baixo risco com plausibilidade biolégica para este
fendbmeno, o que abre espaco para novas investigacbes neste campo a fim
de se estabelecer terapéuticas individualizadas para os pacientes de baixo
risco e alto risco.

Consideramos que ha proteinas do ciclo celular, da apoptose e
multifuncionais como a p53 que ja foram suficientemente estudadas e
validadas como fatores prognosticos e poderiam compor o painel fenotipico
para classificagdo dos LDGCB de forma mais racional do que aquele
baseado apenas na diferenciagdo do linfocito. Ha de se levar em
consideragcao também que os anticorpos a serem incluidos no painel desta
classificagdo molecular devem ser tecnicamente reprodutiveis, de facil
interpretacdo, sob o risco de se criar uma classificagdo com pouca
aplicabilidade clinica. Por este motivo, desaconselhamos o uso dos
anticorpos bcl6 atualmente disponiveis para este painel preditivo.

Elaboramos um algoritmo molecular alternativo contendo elementos
de multiplas vias celulares (apoptose, ciclo celular, diferenciagao linfocitaria)
para avaliar sua utilidade como fator preditivo nos LDGCB. Neste algoritmo a
diferenciagdo linfocitaria esta contemplada pela proteina OCT2 e tem um
papel de destaque. Além desta, a negatividade para proteina p53 ajuda a
identificar os pacientes com maior chance de evolugao favoravel.

Ainda é precoce a incorporagao na rotina da classificagdo molecular
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dos linfomas principalmente por falta de validagao suficiente. Embora os
estudos publicados até aqui sejam animadores ha uma grande variagdo nas
etapas de selecdo dos pacientes, tipo de espécime e metodologias
aplicadas, protocolos, tratamentos e analise estatistica. Ha uma
necessidade de estudos prospectivos com metodologias reprodutiveis e
meétodos estatisticos robustos, com validagdes em séries independentes
antes de se por em rotina estes modelos preditivos.

Soma-se a isto o fato dos pacientes estarem sendo submetidos
recentemente a tratamentos com anticorpos monoclonais (Rituximab) em
associagao ao esquema tradicional CHOP (R-CHOP). A maioria dos estudos
ja feitos sao retrospectivos e incluem pacientes da era pré-Rituximab. Alem
disto, conhecer os mecanismos pelos quais as novas modalidades
terapéuticas sdo eficazes, como as vias relacionadas com a inibigdo do
CD20 e a inibicdo do proteassoma podem nos fazer repensar a melhor

maneira de classificar os LDGCB segundo a resposta a terapias especificas.
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CONCLUSOES

Sobre o padrao de expressao protéica dos LDGCB diagnosticados no
Hospital do Céancer A.C. Camargo entre 1980 e 2001:

a. Proteinas da Apoptose: analisadas em conjunto, as proteinas

relacionadas a apoptose, seja com fungao pré-apotédtica ou
anti-apoptotica, estdo frequentemente expressas nos LDGCB,
com intensidade variavel e em sua maioria sem relagcao
significativa com o comportamento biolégico do linfoma apds o
tratamento quimioterapico. As exceg¢des sido a proteina p53 e a
proteina BCL2 que apresentaram uma relevancia estatistica
dependente do IPl em situacdes especificas. A proteina BCL2
esta associada a um pior prognostico dos pacientes com IPI de
baixo risco e na sobrevida livre de doenca, enquanto a
expressao proteina p53, conjugada com a perda da expressao
do fator de transcricdo da diferenciacédo linfocitaria OCT2
identifica bem os pacientes com maior chance de evolugao

desfavoravel.

. As proteinas do ciclo celular mais frequentemente expressas

foram as ciclinas A, B1 e G1, esta ultima associada com
evolucdo favoravel pela analise univariada. A ciclina E foi
negativa em todos os casos e a ciclina D1 foi positiva em raros

casos, sem associagdo com a evolugcdo. Os inibidores de
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CDK’s p16 e p21 mostraram-se negativos em 90% e 70%
respectivamente, enquanto a p27 mostrou-se positiva em 80%
dos casos, todos sem associacdo com a evolucao clinica pds-
tratamento.

c. As proteinas relacionadas com resposta a citocinas e
metabolismo oxidativo STAT-1, STAT2, NF-kB, JUNd e OCT2
mostraram-se positivos em mais de 75% dos casos. CJUN
esteve expresso em 60% dos casos. A expressao da proteina
STAT1 e cJUN estiveram associadas ao |IPl de baixo risco e a
perda da expressao da proteina OCT-2 esteve associada com
evolucao desfavoravel.

A classificacdo dos LDGCB segundo a ontogénese do linfécito B
(centro germinativo versus células ativadas): ndo observamos
significado estatistico na populacdo estudada. Existem problemas
técnicos com a pesquisa da proteina BCL6 que impactam na
reprodutibilidade desta classificagdo. Nenhuma variavel molecular
isolada teve papel independente do IPI e remissao completa.

Elaboragdo de um painel util na avaliagdo rotineira dos pacientes
portadores de LDGCB: os anticorpos OCT2 e p53 sdo de facil
interpretacdo e podem compor o painel molecular para avaliagao
preditiva do LDGCB, como representantes da diferenciacéo
linfocitaria e apoptose/ciclo celular respectivamente. A proteina BCL2
é util no refinamento desta informagé&o, com um papel adverso na

SCE-5 e sobrevida livre de doenga.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Em conclusao, o estudo de perfis moleculares definitivamente mudou
a forma de abordagem para a classificagdo das neoplasias e identificou uma
série de possiveis biomarcadores ou modelos preditivos da sobrevida nos
LDGCB. O potencial para estes fatores prognosticos e preditivos é enorme e
possivelmente, os modelos preditivos moleculares associados a variaveis
clinicas, farao parte da rotina em breve. Entretanto, a melhor forma de usar
este conhecimento nos LDGCB ainda ndo esta clara. OCT2 e p53 sao
marcadores imunoistoquimicos de facil interpretacdo e estiveram
relacionados com o desfecho dos pacientes apdés o tratamento
quimioterapico padrdo. STAT-1 e cJUN sédo fatores de transcricdo em
resposta a citocinas e sua positividade se relacionou com IPI de baixo risco,
expondo uma nova area de investigagcdo para a elaboragdo de terapias
moleculares. BCL2 mostrou-se uma fator de pior prognostico tanto apra
SCE-5 quanto para sobrevida livre de doenga com um papel dependente de
variaveis clinicas. Estes resultados reforcam a hipotese que os LDGCB tem
uma patogénese complexa e um sistema que aborde as diversas vias
funcionais pode ser uma maneira mais racional de se classificar esta
neoplasia. Além disto varios dos fatores de transcricdo clinicamente
relevantes por este estudo s&do alvo de terapias especificas e podem
oferecer opcodes terapéuticas para os pacientes portadores de LDGCB

(HEMANN et al. 2004; CHUNG e KIM 2005; HARTMAN et al. 2005)
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ANEXOS




Anexo 1 - Estadiamento de Ann Arbor para Linfomas.

Estagio Extenséo do Linfoma Sub-estagio
I Cadeia linfonodal Unica
Localizagao/érgao extra-linfatico unico le

Il * Duas ou mais cadeias linfonodais do mesmo lado
do diafragma
* Local/érgao extra-linfatico unico, localizado, com
seus linfonodos regionais, + outras cadeias do llg
mesmo lado do diafragma
[l * Cadeias linfonodais em ambos os lados do

diafragma
* =+ localizagdo/6rgéo extra-linfatico unico g
. Bago 111
e Ambos Ng.s
v * Comprometimento difuso ou multifocal de

6rgao(s) extra-linfatico(s) = linfonodos(s)
regional(is); 6rgéo extra-linfatico isolado e
linfonodos nao-regionais

Complemento * Sem perda de peso/febre/sudorese A
* Com perda de peso/febre/sudorese B

Sao consideradas estruturas linfaticas:

1. Linfonodos

2. Anel de Waldeyer

3. Bago

4. Apéndice

5. Timo

6. Placas de Peyer

O comprometimento hepatico é considerado doencga extra-linfatica difusa.

O comprometimento pulmonar limitado a um lobo, ou a extensao peri-hilar associada com
linfadenopatia homolateral, ou derrame pleural unilateral com ou sem comprometimento
pulmonar, mas com linfadenopatia hilar, & considerado como doenca extra-linfatica
localizada.

No estadiamento patoldgico os seguintes sitios devem ser apontados quando biopsiados,
seguidos dos sinais de + e — quando estiverem comprometidos ou livres, respectivamente:
Pulmonar PUL ou L

Medula MAR ou M ou MO

Ossea OSSou O
Pleural PLE ou P

Hepatica HEPou H
Peritoneal PER

Cerebral BRA ou CER
Supra-renal ADR

Linfonodal LYMou N ou LIN
Pele SKl ou D ou CUT

QOutras OTH ou OUT



Anexo 2 - Critérios de avaliagdo da capacidade fisica do paciente
(Performance Status).

indice Descrigao da Capacidade Fisica

0 Atividades normais

1 Sintomatico mas ambulatorial

2 Acamado em menos de 50% do tempo
3 Acamado em mais de 50% do tempo
4 Acamado permanente




Anexo 3 - Avaliagdo caso a caso da representacdo do linfoma difuso de
grandes células no cilindro amostrado, considerando os diferentes niveis
corados pela Hematoxilina e eosina.

* vermelho(0) = tecido presente, sem representagcéo do linfoma (p.e. necrose, tecido
adiposo, area de linofonodo normal, etc)
* azul (1) =Linfoma Difuso de Grandes Células presente;

* branco (.) = sem tecido representado (falha no corte ou adesividade)

HEMATOXILINA e EOSINA
NIVEL

O
o
(2}
o
N
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199800547 .
199801341 .
199802496 .
199803746 .
199803769 .
199805570 .
199805890 .
199805940 .
199807862 .
199809196 .
199809748 .
199901333
199901525 .
199901765 .
199902006 .
199902561 .
199902578 .
199902827 |}
199903034 .
199903183 .
199903364 .
199903441 .
199904680 .
199905615 .
199906390 .
199906660

199907562

199907653-
200000342

200000484 .
200000673 .
200000929 .
200000937 .
200001136 .
200001411 .
200001723 .
200003767 .
200003785 .
200004007 .
200004130 .
200004389 .
200004732 .
200004738 .
200004788 .
200006164 .
200006288 .
200006464 .
200006492 .
200006805 .
200006895 .
200006897 .
200009206 .
200009639 .
200010180 .
200010822 .
200100517 .
200101775 .
200101988 .
200102741 .
200102743 .




200103163 .
200103282 .
200105139 .
200105278 .
200105330 .
200105538 .
200106304 .
200108038 .
200108105 .
200109116

200109527 .

200110911 .
200111259 .
200111801 .
200111830 .

321756 .



Anexo 4 - Identificacdo das l&minas obtidas a partir do Bloco TMA A.

Grupo de Anticorpo NuUmero da Lamina
Marcadores Primario BLOCO A
Hematoxilina e - 01-30-60—90-100-120-150-170
eosina
CD5 02-46-135
CD10 03-47-91-136
CD20 04-48-92-137
CD23 05-49-93-138
CD30 06-50-94-139
CD44v6 07-51-95-140
CD79a 08-52-96-141
CD138 09-53-97-142
BCL6 10-54-98-143 -18-63-107-152-102-160
HLA-DR 11-55-99-144
IRF-4 (MUM-1) 12-56-101-145
Reserva 13-115-146
p73 14-58-103-147
p21var 15-59-104-148
p27"P" 16-61-105-149
p16™“ 17-62-106-151
Ki-67 19-64-108-153
PRb 20-65-109-154
Ciclina A 21-66-110-155
Ciclina B1 22-67-111-156
Ciclina D1 23-68-112-157
Ciclina E 24-69-113-158
Ciclina G1 25-70-114-159
p53 27-72-116-161
BCL-2 28-73-117-162
BAX 29-74-118-163
BAK 31-75-119-164
BCL-x 32-76-121-165
FAS/CD95 33-77-122-166
FASL 34-78-123-167
Mcl1 35-79-124-168
BAG1 36-80-125-169
Caspase 8 37-81-126-171
Casp 3 cleaved 38-82-127-172
Caspase 3 39-83-128
Caspase 9 40-84-129
STAT1 41-85-130
STAT2 42-86-131
c-REL (NF-kB) 43-87-132
BOB1 44-88-133
OCT2 45-89-134




Anexo 5 - Identificagdo das laminas obtidas a partir do bloco TMA B.

Grupo de Anticorpo NuUmero da Lamina
Marcadores Primario BLOCO B
Hematoxilina e - 01-30-60—90-100-120-150-170
eosina

CD138 06-14-22-

bcl6 (repeticbes) 54-90-98

CiclinaD1 08-16-24-

junD 05-13-21

cdun 04-12-19

cox2 02-09-17

MUMA1 07-15-23

cFos 03-11-18

Reserva 25-39, 41-49, 51-59, 61-79, 81-99

Outros projetos 30, 50, 60, 80

Reserva 12-56-101-145

13-57-102-146
14-58-103-147
15-59-104-148
15-61-105-149
17-62-106-151
18-63-107-152
19-64-108-153
20-65-109-154
21-66-110-155
22-67-111-156
23-68-112-157
24-69-113-158
25-70-114-159

26-71-115-160




