Programa de Pos-G raduatsan em

somena
BIOTECNOILC

mesfrndn z dnufnrndn

fﬁv “~U In

Renata da Silva

COMPARACAO ENTRE AS TECNICAS DE IMUNOFENOTIPAGEM POR
CITOMETRIA DE FLUXO E REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE NO
DIAGNOSTICO DOS LINFOMAS

FOLICULAR E DIFUSO DE GRANDE CELULA B

FLORIANOPOLIS
2009



Programa de Pos-G raduatsan em

somena
BIOTECNOILC

mesfrndn z dnufnrndn

fﬁv “~U In

Renata da Silva

COMPARACAO ENTRE AS TECNICAS DE IMUNOFENOTIPAGEM POR
CITOMETRIA DE FLUXO E REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE NO
DIAGNOSTICO DOS LINFOMAS

FOLICULAR E DIFUSO DE GRANDE CELULA B

Dissertacdo de Mestrado apresentada como
requisito parcial a obtencdo do grau de Mestre em
Biotecnologia, Universidade Federal de Santa
Catarina, Programa de Pds Graduacdo em
Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Mario Steindel
Co-orientadora: Dra. Silvia I.C.P. Ferreira

FLORIANOPOLIS
2009



Silva, Renata

Comparacio entre as técnicas de imunofenotipagem por citometria de
fluxo e reacdo em cadeia da polimerase no diagndstico dos Linfomas
Folicular e Difuso de Grande Célula B/ Renata da Silva —
Florian6polis 2009.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal de santa Catarina.
Centro de Ciéncias da Saide. Programa de P&s-Graduacdo em
Biotecnologia.

1.Linfoma Folicular 2.Linfoma Difuso de Grande Célula B
3.Imunofenotipagem por citometria de fluxo 4.Rea¢do em Cadeia da
Polimerase 5.Diagndstico 6.Classificagdo




A minha eterna companheira,
minha mae Mara.



O que vale ndo € o quanto se vive; mas como se vive.
Martin Luther King



AGRADECIMENTOS

Ao estimado Prof. Dr. Mdrio Steindel pela orientacdo valiosa e por toda
compreensdo ao longo destes anos.

A amiga e co-orientadora Dra. Silvia Ferreira pelos conhecimentos transmitidos
e por todo o incentivo nesta caminhada.

A equipe de onco-hematologia do CEPON, pelo apoio técnico cientifico.

Ao Prof. Dr. Carlos de José Carvalho Pinto pela ajuda irreverente no
desenvolvimento deste trabalho.

A mestranda e amiga Darlene pela ajuda e companheirismo, muito obrigada.
Aos amigos da Biotecnologia Francielle, Larissa, Alexandre, Giselle, Patricia, Cassandra,
Thais, Ana e Yuri pelo convivio no laboratério e na execucdo deste trabalho.

A bibliotecdria Maria Aparecida Orlandi do HEMOSC, na busca dos artigos
cientificos.

A Joyce, secretdria do Programa de Pés-Graduagio em Biotecnologia, obrigada
pelo auxilio e atencao.

As minhas queridas amigas do HEMOSC: Analia, Lizi, Marilene, Dorlene e
Dani (Laboratério de Marcadores Celulares), Janete e Rute (Criobiologia) e Mariana
(Imunogenética). Este trabalho é de vocés também, muito obrigada pelo carinho e
atencgao.

A minha familia, meu pai Ivan, Nina, Mateus, Ana Paula, Jean, André e Renata
por me darem a forga para continuar. A minha mie que me ensinou a ter coragem e lutar
pela busca dos meus sonhos. Ao meu amor, companheiro, amigo, meu noivo Robson,
obrigada pela paciéncia.

E enfim aos pacientes que participaram deste trabalho, muito obrigada.



RESUMO

Os linfomas constituem um grupo heterogéneo de desordens malignas com
diferentes comportamentos clinicos, distintos fatores patoldgicos e caracteristicas
epidemioldgicas. O Linfoma Folicular (LF) e o Linfoma Difuso de Grande Célula B
(LDGC) s3o os mais freqiientes tipos de neoplasia linféide de células B maduras. Na
atual classificacdo OMS para os linfomas, a histologia permanece como importante
parametro para a classificacdo, embora o diagndstico destas neoplasias também possa ser
baseado na informagdo combinada do imunofendtipo, gendtipo e manifestacdes clinicas,
as quais por si sO fornecem informacdes suficientes para a conduta clinica. A
translocacdo (14;18)(q32;q21) é uma nas anormalidades citogenéticas mais bem
caracterizadas em doengas linfoproliferativas B periféricas, sendo detectdvel em
aproximadamente 90% dos LF e 20% dos LDGC dependendo do teste diagndstico
utilizado. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo padronizar a detec¢do da
translocacdo t(14;18)(q32;q21) através da reacdo de PCR multiplex, assim como
estabelecer uma relacdo entre as caracteristicas imunofenotipicas e moleculares, por
citometria de fluxo e reacdo em cadeia da polimerase, respectivamente, nos LF e LDGC
avaliados. A partir da avaliacdo das caracteristicas citomorfoldgicas e imunofenotipicas,
83 amostras de origens variadas foram caracterizadas: Hiperplasia Reacional (10),
Linfoma da Zona do Manto (20), Linfoma Folicular (38) e Linfoma de Grande Célula B
(15). A pesquisa da t(14;18) relativa ao ponto de quebra em MBR foi realizada em 35
amostras de LF e em 10 de LDGC e a alteracdo foi revelada em 65,5% das amostras de
LF em 30% das amostras de LDGC. Seis casos (15%) sem classificacdo do tipo de
linfoma B pela citomorfologia e a imunofenotipagem confirmaram a translocacdo pela

PCR, revelando a importéancia desta metodologia na classificacio do tipo de linfoma.

Palavras-chave: Linfoma Folicular, Linfoma Difuso de Grande Célula B,

Imunofenotipagem por citometria de fluxo, PCR, diagndstico, classificagdo.



ABSTRACT

Lymphomas are a heterogeneous group of malignant disorders with different
clinical behavior, pathological factors and epidemiological characteristics. The Follicular
lymphoma (FL) and Diffuse Large B-cell lymphoma (DLBCL) are the most frequent
know mature B-cell neoplasm. In the current WHO classification for lymphomas, the
histological architecture remains an important parameter for the classification, although
the diagnosis of these tumors can also be based on the information of the combined
immunophenotype, genotype and clinical manifestations, which itself provide sufficient
information to clinical conduct. The best characterized cytogenetic translocation in
peripheral B lymphoproliferative diseases is t(14;18)(q32;921), being detectable in
approximately 90% of LF and 20% of DLBCL according to the diagnostic test used. The
aim of this study was to standardize the detection of translocation t(14;18)(q32;q21) by a
multiplex PCR assay, and establish a relationship between immunophenotypic and
molecular characteristics by flow cytometry and PCR, respectively, in the cases of LF
and DLBCL studied. According to the cytological and immunophenotypic data, 83
samples of different origins were characterized as reactive hyperplasia (10), Mantle Cell
Lymphoma (20), Follicular lymphoma (38) and Diffuse large B-cell lymphoma (15). The
study of t(14, 18) on the breakpoint of Major Break Region (MBR) was performed on 35
samples of LF and 10 samples of DLBCL. The translocation was present in 65.5% of LF
and in 30% of DLBCL samples. Six samples (15%) without classification of the
lymphoma type by cytology and immunophenotyping, parameters found were identified
by PCR assay revealing the importance of this methodology on the lymphoma

classification.

Key: words: Follicular lymphoma, Diffuse Large B-cell lymphoma, immunophenotyping

by flow cytometry, PCR, diagnosis, classification.
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Introducao




1. Introducio

A histdria dos linfomas se inicia em 1832 quando esta doenga € descrita pela
primeira vez pelo médico patologista inglés Thomas Hodgkin. Em seu trabalho Hodgkin
detalhava a histéria clinica e achados pds morte de sete pacientes com aumento de
linfonodos e bago, entretanto sem sinais de inflamag@o ou outros achados de significancia
patolégica. Em 1865 Samuel Wilks escreveu um artigo utilizando o termo “Doencga de
Hodgkin”, imortalizando o seu predecessor (STONE, 2005).

O conceito de leucemia apareceu anos depois com as descrigdes simultaneas e
independentes de Rudolf Virchow e John Bennet. Em 1864 Virchow dividiu as leucemias
em dois grupos: leucemias e linfosarcomas. No inicio do século XX surge a denominacdo
de “Linfoma ndo Hodgkin” para as neoplasias malignas que se originam nos tecidos
linféides (ALONSO, 2004).

Desde entdo, varios estudos foram realizados com a intencdo de classificar tais
neoplasias unificando conceitos de diagndstico, tratamento e progndstico. Com o avango
de novas técnicas diagndsticas (imunolégicas e moleculares), as classificagdes
comecaram a crescer de forma desordenada, fazendo com que em 1991, cientistas de
vérias partes do mundo formassem o International Lymphoma Group, que reuniu estes
critérios, dando origem a Revised European-American Lymphoma Classification
(REAL), publicada em 1994 (JAFFE et al., 2001).

A classificacio da REAL ¢é baseada em critérios morfoldgicos (histologicos),
imunofenotipicos, genéticos e clinicos. Em 1995, com o apoio da Organizagdo Mundial
de Saide (OMS), comeca a atualizacdo desta classificacdo, onde neoplasias ndo

contempladas sdo incluidas, o que d4 origem em 2001 a uma classificagdo de consenso



mundial (JAFFE et al., 2001). Atualmente, a maioria da comunidade cientifica nacional e
internacional utiliza a Classificagdo de Tumores Hematoldgicos e de Tecidos Linféides
da OMS, plenamente aceita ndo s6 pela sua reprodutibilidade histopatoldgica, mas

também por ter representado grande relevancia clinica (SWERDLOW, 2008).

1.1. Neoplasias linfoides B — Definicao e Classificacio OMS

Os linfomas constituem um grupo heterogéneo de desordens malignas com
diferentes comportamentos clinicos, distintos fatores patoldgicos e caracteristicas
epidemioldgicas (HJALGRIM, 2008). Sdo morfoldgica e fenotipicamente divididos em
linfomas de Hodgkin (LH) e ndo Hodgkin (LNH).

O LH ¢é uma neoplasia monoclonal linféide, composta por células
mononucleares, chamadas de células de Hodgkin e por células multinucleadas, chamadas
de células de Reed-Sternberg. Representa aproximadamente 30% de todos os linfomas e
geralmente surgem nos linfonodos, preferencialmente de regido cervical, sendo que a
maioria se manifesta em adultos jovens (SWERDLOW, 2008).

Os LNH sao expansdes clonais de células que derivam de seus homoélogos
situados em compartimentos funcionais normais do sistema imune: ganglios linféticos,
baco, medula dssea e tecido linféide associado a mucosas (RABASA, 2002). Estas
enfermidades, em sua maioria (85%), sdo decorrentes da proliferacio de células
neoplésicas linféides B maturas em vérios estdgios de diferenciacdo, podendo também ser
originadas a partir de células T ou natural killer (NK) (RABASA, 2002).

Geralmente, tais neoplasias tendem a mimetizar os estdgios de maturagdo de um

linfécito B normal, o que permite a classificagdo de acordo com o estdgio maturativo da



célula neoplasica (JAFFE et al., 2001). Desta forma, a atual classificacdo e nomenclatura
dos linfomas B sdo baseadas nos estdgios de maturacdo de células normais (Quadro 1)

(SWERDLOW et al., 2008).

Quadro 1. Classificacdo das enfermidades neoplasicas linféides B segundo a
OMS.

CLASSIFICACAO DAS NEOPLASIAS DE CELULAS B

v Neoplasias de precursores de células B

Leucemia / Linfoma de linfoblastos B
v Neoplasias de células B maturas

Leucemia linfocitica cronica / Linfoma linfocitico de células pequenas

Leucemia de células prolinfociticas

Linfoma de zona marginal esplénica

Tricoleucemia

Linfoma linfoplasmacitico

Doencas de cadeia pesada

Neoplasia de células plasmaticas

Linfoma de zona marginal extra nodal associado a tecido linféide de mucosa (MALT)

Linfoma de zona marginal nodal

Linfoma folicular

Linfoma centro folicular primario de pele

Linfoma de grande célula B difuso (LGCD), NOS

Linfoma de grande célula B, rico em histidcitos/células T

LGCB primdrio de sistema nervoso central

LGCB primario de pele (perna)

LGCB EBV positivo, de pessoas idosas

LGCB associado a inflamag¢ao cronica

Granulomatose linfomatéide

Linfoma de grande célula B (timico) primario de mediastino

Linfoma de grande célula B intravascular

Linfoma de grande célula B, ALK positivo

Linfoma plasmablastico

Linfoma de grande célula B associado ao virus HHV8 / Doenca de Castleman

Linfoma de efuso primaria

Linfoma de Burkitt

Linfoma de célula B, inclassificavel, com fatores intermediarios entre LGCB e Linfoma
de Burkitt

Linfoma de célula B, inclassificavel, com fatores intermediarios entre LGCB e Linfoma
classico de Hodgkin

Fonte: SWERDLOW et al., 2008.



A OMS utiliza a avaliagdo morfoldgica/histoldgica e imunofenotipica para a

classificacdo das neoplasias linféides B, enfatizando a importincia das caracteristicas

clinicas para um diagndstico preciso dos diferentes tipos de linfomas. Nenhum marcador

antigénico € especifico para qualquer neoplasia, sendo necessdrio uma combinacdo das

caracteristicas morfolégicas e painéis de marcadores antigé€nicos para uma classificacao

adequada. As caracteristicas genéticas cada vez mais tEm um papel importante na

caracterizacdo e classificacdo das neoplasias linféides B, principalmente nos linfomas de

pequenas células B e leucemias cronicas (SWERDLOW et al., 2008).

De acordo com o comportamento clinico € possivel separar os linfomas em dois

grupos: alto e baixo grau (Quadro 2).

Quadro 2. Classificacdo dos Linfomas de Células B de acordo com o

comportamento clinico (OMS).

Indolentes

e Jeucemia Linféide Cronica /
Linfoma linfocitico
e Linfoma linfoplasmacitico
e Linfoma Folicular
¢ Linfoma de Zona Marginal
» MALT(mucoso-associado)
« Nodal

« Esplénico

Agressivos

o Linfoma difuso de grande célula,

qualquer tipo.

o Linfoma da Zona do Manto

° Linfoma Burkitt —like
Leucemizados

° Linfoma Linfoblastico

° Linfoma Burkitt —like
Virais

o Linfoma primdrio de serosas

Fonte: modificado de SWERDLOW et al., 2008.




As neoplasias B de baixo grau caracterizam-se por baixo indice de proliferagdo
celular, células de pequeno tamanho, formacdo de grandes massas tumorais nos
linfonodos, envolvimento de medula dssea e localizagdes extra nodais. Entretanto, sdo
tumores de baixa agressividade, com sobrevida de anos mesmo sem tratamento especifico
(BEATO, 2003).

Por outro lado, os linfomas de alto grau, como o linfoma de grandes células e o
linfoma de Burkitt, apresentam altos indices de proliferacdo e células de grande tamanho.
Frequentemente a doenca € localizada, mas o comportamento clinico é muito agressivo e
a sobrevida do paciente pode variar de semanas a meses se nao tratado (BEATO, 2003).

No entanto, variagdes no comportamento clinico podem ser vistas em qualquer
destas enfermidades B. Durante o curso clinico frequentemente se encontra progressao
clinica ou histoldgica, por essa razdo a classificagdo da OMS ndo estratifica os linfomas
em termos de grau. Tanto a morfologia como a imunofenotipagem podem mudar através
do tempo refletindo a evolugdo clonal das novas alteracdes genéticas (SWERDLOW et

al., 2008).

1.2 Epidemiologia dos Linfomas Nao Hodgkin B

1.2.1. Taxas de Incidéncia

Nas estatisticas mundiais, as neoplasias linféides B correspondem a 90% de
todas as neoplasias linféides. Representam 4% dos novos casos de cancer a cada ano,

sendo mais freqiientes em paises desenvolvidos (SWERDLOW et al., 2008).



Segundo dados da OMS, a incidéncia mundial de linfomas, e principalmente de
Linfomas B, estd em aumento, ocorrendo aproximadamente 280.000 casos por ano. As
diferentes neoplasias B apresentam uma variagc@o de sua freqiiéncia relativa em diferentes
partes do mundo. Os dois tipos de linfomas de alta incidéncia nos Estados Unidos e na
Europa ocidental sdo o Linfoma Difuso de Grande Célula B (LDGC) com 37% e o
Linfoma Folicular (LF) com 29%, correspondendo a 66% de todos os subtipos de LNH,
ambos apresentando uma incidéncia menor nos paises da América do Sul, Africa, Asia e
Europa Oriental (SWERDLOW et al., 2008).

Nas ultimas décadas a incidéncia dos LDGC vem aumentando, independente da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) como fator de risco (JAFFE et al.,
2001).

A mediana de idade de ocorréncia dos LNH-B estd entre a 6" ¢ 7* década de
vida, sendo raro em individuos com menos de 20 anos, com excecdo do LDGC
mediastinal, o qual ocorre na média de idade de 35 anos. A maioria dos diferentes tipos
de LNH-B ¢é predominante no sexo masculino (52-55 %). Em relag¢do a incidéncia por
sexo, o LF tem um padrdo diferente comparado aos outros linfomas, uma vez que se
apresenta sutilmente mais elevado em mulheres (58%), enquanto o LNH-B da Zona do
Manto (LM) tem uma alta predominancia do sexo masculino (74%). Na infancia os LNH-
B predominam no sexo masculino, sendo que tem freqiiéncia significativa os LDGC e

Linfomas Burkitt (LB) (SWERDLOW et al., 2008).

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) lancou em 2007 um trabalho

com as estimativas da incidéncia para todos os tipos de cancer no pais, as quais apontam



a ocorréncia para o ano 2008 de 466.730 casos novos, sendo 231.860 para o sexo

masculino e 234.870 para o sexo feminino (Figura 1) (INCA, 2007).

Representaciio espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil homens, estimadas para o
ano de 2008, segunde a Unidade da Federacio (lencemias).

Homens
i 589a832
4,742 5,88
4,042 4,73
2,68a 4,03

Representagio espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil mulheres, estimadas para o
ano de 2008, segundo a Unidade da Federacio (leuncemias).
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B 297a385 ]
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Figura 1: Estimativas das taxas brutas de incidéncia de leucemias por 100 mil em homens e
mulheres para o ano de 2008. Fonte: INCA, 2007.



A estimativa das taxas brutas de incidéncia de leucemias/linfoma no Brasil para
cada 100 mil habitantes, aponta para o sexo masculino 5.220 casos novos, com uma taxa
bruta de incidéncia de 5,5 e para o sexo feminino 4.320 casos novos, com uma taxa bruta
de incidéncia de 4,4%. Nesta publicagdo ndo se diferencia entre os diferentes tipos de
cancer hematoldgicos, portanto na estimativa sob o nome de leucemias, estdo incluidos
no mesmo grupo as leucemias agudas de diferentes linhagens e todos os tipos de linfomas

(INCA, 2007).

No Estado de Santa Catarina, se estima para o sexo masculino 210 casos novos,
com uma taxa bruta de incidéncia de 6,61 e para o sexo feminino 170 casos novos, com
uma taxa bruta de incidéncia de 5,53%. Na figura 1, (representacio espacial) observamos
que as maiores taxas brutas de incidéncia de leucemia por 100.000 habitantes ocorrem na

regido Sul e Sudeste (INCA, 2007).

1.2.2. Fatores Etiologicos e de Risco

Agentes infecciosos tém demonstrado contribuir para o desenvolvimento de
vérios tipos de linfoma. O risco de LNH em pessoas com AIDS € 100 vezes maior que a
populag@o em geral. Estes linfomas sdo tipicamente de origem linféide B, com histologia
de alto grau: LDGC e Linfoma de Burkitt e ocorrem frequentemente em locais extra
nodais (VOSE et al., 2002).

A infeccdo pelo virus Epstein-Barr (EBV) tem uma elevada prevaléncia na

populagdo adulta. A associag@o entre este virus e o linfoma estd demonstrada no caso do
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Linfoma de Burkitt. O EBV ocorre em aproximadamente um terco dos casos de LH e esté
presente em 52,6% de todos os casos de linfoma de Burkitt (QUEIROGA, 2008).

Outros patdgenos relacionados com o desenvolvimento de LNH compreendem o
virus linfotréfico de células T tipo I (HTLV-1), o virus da hepatite C (HCV) e a bactéria
Helicobacter pylori relacionada com o linfoma de zona marginal extra-nodal associado a
mucosa (MALT) (INCA, 2007).

Os resultados de diversos estudos epidemioldgicos indicam que o risco de LNH
estaria associado com o uso de herbicidas com acido fenoxiacético ou triazina, inseticidas
organofosforados e fertilizantes (CHIU, 2002). Desta forma, a contamina¢@o da dgua por
nitrato, substancia encontrada em fertilizantes, ¢ um exemplo de exposi¢do que parece
aumentar os riscos para a doenca (INCA, 2007).

As pessoas com exposi¢do quimica a solventes como benzeno, xileno e tolueno,
ou a altas doses de radiagao tem maior risco de desenvolver LNH (VINEIS, 2007).

O antecedente familiar de LNH ou de outra neoplasia hematoldgica duplica ou
triplica o risco (CHIU, 2002). A maioria dos canceres é de origem esporédica, porém, 5%
a 10% dos mesmos t€m um claro componente hereditario (FONCILLAS et al., 2002)

O maior consumo de proteinas de origem animal e de gorduras € um fator de
risco enquanto que, dietas ricas em frutas e vegetais com caroteno tendem a uma relagdo
inversa com a doenga. O habito de fumar na maioria dos estudos mostra uma associagio

entre o tabagismo e LNH agressivos e com tumores sélidos (CHIU, 2002).

1.3. Linfocito B —Estagios maturativos

A maturagdo dos linfécitos constituiu um processo proliferativo que ocorre nos

compartimentos especializados do sistema imune. Os principais eventos durante a
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maturacdo dos linfécitos B sdo os rearranjos génicos e a expressdo dos genes das
imunoglobulinas (Ig) numa ordem precisa, a proliferacdo das células imaturas e a selecdo
do repertério maduro resultando em diferentes fendtipos celulares. As proteinas de
membrana podem ser utilizadas como marcadores fenotipicos para distinguir
funcionalmente as distintas populagdes de linfocitos. Ao adquirirem suas caracteristicas
funcionais, as células entram na circulacdo sanguinea e nos tecidos linféides periféricos
ou secunddrios, preparadas para responder a estimulacdo antigénica (ABBAS, 2005).

Os linfécitos B sdo produzidos, a partir de células-tronco hematopoiéticas (stem
cell), e seu processo de diferenciacio ocorre na medula Gssea. Este 6rgdo linf6ide
primério € composto por células estromais e uma rede microvascular que interagem com
os receptores dos linfécitos B, permitindo assim a sua diferenciacdo e proliferacdo
(JANEWAY et al., 2001).

Os linfécitos B menos diferenciados, pré-B jovens, sdo células progenitoras
com capacidade limitada de auto-renovacdo. Estas células derivam das células
precursoras hematopoiéticas, ndo produzem Ig e se distinguem de outras células imaturas
pela presenca de proteinas, como a enzima nuclear terminal desoxynucleotidyl
transferase (TdT) e expressdo de proteinas restritas a linhagem B tais como CD79a
intracitoplasmatico e CD19 de membrana. O rearranjo dos genes que dardo origem a
cadeia pesada (H) de imunoglobulina inicia-se no estdgio pr6-B com a unido dos
segmentos dos genes D e Jy (Quadro 3). No estagio posterior, pré-B tardia ocorre a

juncdo Vy a DJy JANEWAY et al., 2001).
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Quadro 3. Representaciao esquematica da maturacio B na medula ossea:
diferenciacio B.

Mudangas associadas a diferenciacdo B antigeno-independente

Progenitor Pro B Pro B Pré B Linfécito B Linfacito B
Linfdide B Towvem Tardia Imature Maduro
& . TaH & inal Reord. Reord. VT VB T VDT
enes 19 e D-T V- T reordenado  reordenade  reordenado
) . . Reord. VT v
Genes IglL Germinal Germinal Germinal V- reordenade  reordenado
T Ccadei
9 . Ausente Ausente Ausente Cadeia Igh IgM + IgD
superficie (pre-BCR)
col10 colo cole
coi1e coi1e Ch38 cb19 cbile
cb34 ch38 Ch38 Co40 Cch21 cb21
CO”TMS cbi19 CD40 Ch40 ch24 CH40 Ch40
moléculas cb3a ch24 ch24 CD4BR Ch24 ch24
. HLA-II CD4BR CD45R Ch43 CD4ER CD45R
TdT Ch43 Ch43 CD20 CcD20 CcD20
HLA-IT HLA-IT HLA-IT HLA-IT HLA-IT
TdT TdT TdT

Fonte http://www.usal.es. Acesso em 03 de julho de 2008.

No estdgio pré B, ocorre o rearranjo génico das cadeias pesadas de Ig (VDJn) o
que leva a expressdao da porcdo bdsica da cadeia pesada chamada “p”, com posterior
inicio do rearranjo e producdo de cadeias leves. No fim deste processo hd a expressdo
completa da molécula de IgM na superficie da célula definida como um linfécito B
imaturo. Apds a expressdo de IgM ocorre o aparecimento de IgD na superficie celular,
tornando a célula capaz de reconhecer ou responder a antigenos, o denominado linfécito
B maduro (JANEWAY et al., 2001).

A molécula de imunoglobulina é constituida de duas cadeias leves (x ou A) e
duas pesadas. Cada cadeia tem regides varidveis (Vy) e constantes (Cy). A especificidade

antigénica de cada linfécito é determinada pelo rearranjo dos segmentos gé€nicos da
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regido varidvel (V), de diversidade (D), de juncdo (J), que codificam a expressdo
completa da molécula de imunoglobulina (HOFFBRAND et al., 2004).
Ap6s este processo de diferenciac@o antigeno independente na medula dssea, os

3

linfécitos B maduros, também chamados “virgens”, circulam no sangue periférico ou
migram para os tecidos linféides secundarios (linfonodos, baco, tecido linféide associado
as mucosas). No cértex dos linfonodos, estes linfocitos B formaram os foliculos linféides
primaérios.

Os linfécitos B “virgens” apresentam os antigenos CD19, IgD, IgM, CD20. H4
uma populacdo de células linféides B, denominada “células B re-circulantes”, que co-
expressam o marcador da linhagem linféide T CDS. Estas células circulam no sangue
periférico e também formam a regido do manto dos foliculos (KUPPERS et al., 2005).
Somente 5 a 10% das células B no sangue ou tecidos linféides t€ém este fendtipo e sua
funcdo na resposta imune ainda ndo é conhecida (ABBAS, 2005). Estudos sugerem que
esta molécula de 67 kDa apresenta um efeito regulatdrio, podendo ser ttil na prevengdo
da ativacdo inapropriada de células auto reativas (BERLAND, 2002).

A estimulagdo antigénica apds apresentacdo do antigeno, com ajuda dos
linfécitos T e outras células acessOrias, provoca o crescimento celular B formando os
foliculos secundérios, os quais contém dreas de grande proliferacdo celular, denominadas
centros germinativos (HOFFBRAND et al., 2004).

No centro germinativo do foliculo, as células B virgens com baixa afinidade a
imunoglobulina de superficie, apds contato com o antigeno, sdo induzidas a proliferar. A
alta taxa de proliferacdo estd associada a hipermutacdo somadtica do gene de Ig, um
processo que introduz mutagdes na regido do gene V, com uma taxa estimada entre 107 -

10'4/pb por geracdo. Estas hipermutagdes sdo pré-requisito para a afinidade aos antigenos
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(STAMATOPOULOS et al.,, 2000). Estas células, agora chamadas de centroblastos
(células transformadas do centro germinal), podem sofrer apoptose ou maturar a
centrocitos (SWERDLOW et al., 2008).

Ao deixarem a porcdo centro germinal dos tecidos linféides, os centrdcitos
podem se transformar em células B de memoria, ou em plasmdcitos. Os linfocitos B de
memoria podem ser encontrados no sangue periférico, na zona marginal dos linfonodos,
baco e no tecido linféide associados a mucosa. Os plasmdcitos se deslocam ao sangue

periférico e residem na medula 6ssea (SWERDLOW et al., 2008).

1.4. Correlaciio do estagio maturativo das células B normais com as neoplasicas

Muitos casos de linfoma de células do manto correspondem a células B CD5
positivas ndo estimuladas, ou virgens (Figura 2) (SWERDLOW et al., 2008).

Os centroblastos, células do centro germinal, apresentam baixos niveis de
imunoglobulinas assim como da proteina BCL2, o que torna estas células susceptiveis a
morte celular por apoptose. Apresenta CD10 e a proteina BCL6, um fator transcricional
nuclear que € expresso em ambos centroblastos e centrécitos. Em contrapartida, muitas
neoplasias (LDGC) sdo compostas por células que se assemelham a centroblastos e
possuem os genes da regido IgV mutados, consistindo em células derivadas da exposi¢do

ao centro germinal (Figura 2) (SWERDLOW et al., 2008).
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Figura 2: Representacio esquematica dos mecanismos patogénicos dos linfomas de célula
B.
Fonte: Kiippers, 2005.

Alguns estudos identificaram que a expressao gé€nica de células B do centro
germinal estd associada com os linfomas folicular, de Burkitt e alguns tipos de LDGCB
(KUPPERS et al., 2005). Células de Linfoma de Burkitt e de LDGCB correspondem a
células com alta taxa de proliferacdo, sendo tumores clinicamente mais agressivos.

O linfoma folicular é caracterizado por células B que provavelmente derivam da
transformacd@o neopldsica de células B do centro germinal, centrdcitos e centroblastos,
que falharam a apoptose, provavelmente pela presenca do rearranjo cromossomal,
t(14;18) (STAMATOPOULOS et al., 2000). Usualmente neste tipo de linfoma ha
prevaléncia de centrécitos em relacdo aos centroblastos, fazendo desta uma neoplasia
indolente (SWERDLOW et al., 2008). Os linfécitos B reativos do centro germinal podem
ser caracterizados pela forte expressao de CD20, sendo a expressio de CD10 varidvel.

Em contrapartida, o linfoma folicular geralmente expressa o antigeno de superficie
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celular CD10 de forma homogénea, associado a moderada expressio de CD20
(BRAYLAN et al., 1998). Desta forma, a caracterizacdo imunofenotipica torna-se uma

ferramenta valiosa no reconhecimento da célula neoplésica.

1.5. Alteracoes fenotipicas e moleculares das neoplasias de células linféides B

maduras

A imunofenotipagem por citometria de fluxo se baseia no uso de anticorpos
monoclonais conjugados a diversos fluorocromos que permitem uma andlise
multiparamétrica e quantitativa da presenca de cada marcador, de homogeneidade ou
heterogeneidade dos mesmos e sua distribuicdo em relacdo as células normais de mesma
linhagem. Devido a sua elevada sensibilidade, rapidez, precisdo e reprodutibilidade a
citometria de fluxo vem se integrando junto a outros parametros clinicos, biolégicos e
morfolégicos como critério objetivo para chegar ao diagndstico (ALONSO, 2002).

A metodologia de imunofenotipagem tem sido aplicada por mais de duas
décadas no estudo das sindromes linfoproliferativas de células B maduras. Do ponto de
vista diagndstico, a imunofenotipagem tem sido usada como screening de clonalidade de
células B assim como para caracterizagdo e classificagdo dos subtipos de sindromes
linfoproliferativas B (Tabela 1). Na ultima década, tem sido aplicada no estadiamento de
doencas (MATUTES et al., 2000), na avaliagdo prognéstica (MONTSERRAT, 1997), no
monitoramento de células leucémicas residuais (RAWSTRON et al., 2001) e na predigdo

de resposta a terapia (DAVIS et al., 1999; FORAN et al., 2000).
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Tabela 1. Caracteristicas imunofenotipicas das neoplasias linféides de
células B maduras.

slg/ CDs CD10 CD23 CD20 CD103 BCL6 BCL2 Ciclina
NEOPLASIA

clg D1
Leucemia Linféide +;-/+ + - + -/+ - - + -
Croénica
Leucemia +3-/+ - - - + - - + -
Prolinfocitica
Linfoma Marginal +;-/+ - - - - - - + -
Esplénico
Tricoleucemia +3- - - - - + - -+ -+
Mieloma -3+ - -/+ - - - - - -+
Linfoma. MALT +3-/+ - - -1+ + - - + -
Linfoma. Folicular  +;- - + -/+ + - + ++ -
Linfoma da Zona +;- + -+ - + - - + +
do Manto
Linfoma Difuso de -/+;- - -+ -/+ + - -/+ + -
Grandes Células B
Linfoma Burkitt +3- - + - + - + - -

* Intensidade de fluorescéncia dos marcadores: (-) negativo, -/+ fraca intensidade; + positivo, ++
fortemente positivo.
Fonte: modificado de Swerdlow et. al, 2008.

Da mesma forma, as informagdes fornecidas por estudos de citogenética
convencional, fluorescéncia por hibridizacdo in situ (FISH) e reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) tém contribuido para detalhar a caracterizacdo destas neoplasias,
oferecendo informacdes para wuma classificacio integrada destas doencgas

linfoproliferativas (Tabela 2) (HARRIS et al., 1994; 1999).
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Tabela 2. Caracteristicas moleculares das neoplasias linféides de células B

maduras.

Linfoma

Alteracao

Citogenética

Anormalidade molecular

Linfoma folicular

Linfoma da Zona do
Manto

Linfoma difuso de
grande células B
Linfoma Burkitt

Linfoma
Linfoplasmacitico
Linfoma gastrico,
pulmonar ou intestinal
tipo MALT

Linfoma MALT ocular,
pele ou tiredide
Linfoma MALT de

glandulas salivares

t(14;18)(q32;q21)
t(2;18)(q32;921)
0(2;18)(g32:q21)
t(11;14)(q13;q32)

t(14;18)(q32;q21)
t(3;14)(q27;q32)
t(8;14)(q24;q32)
t(2:8)(p12:q24)
t(8;22)(q24;q11)
t(9;14)(p13;q32)

t(11;18)(q21;q21)
t(1;14)(p22;q32)

t(3;14)(p14;q32)

t(14;18)(p14;q32)

Desregulagdo de BCL2, proximidade a IGH
Desregulagdo de BCL2, proximidade a IGK em 2p12
Desregulacdo de BCL2, proximidade a IGL em 22q11
Desregulagdo de CCNDI(BCLI, PRADI), o gene
codifica Ciclina D1, proximidade a IGH
Desregulagdo de BCL2, proximidade a IGH
Desregulagdo de BCL6, proximidade a IGH
Desregulagdo de MYC, proximidade a IGH em 14q32
Desregulagdo de MYC, proximidade a IGK em 2p12
Desregulagdo de MYC, proximidade a IGL em 22q11
Desregulagdo de PAXS5, proximidade a IGH em14q32

Fusao API2-MALT
Desregulagdo de BCLI0, proximidade IGH

Desregulagdo de FOXPI, proximidade IGH

Desregulagdo de MALTI, proximidade IGH

Fonte: modificado de SWERDLOW et al., 2008.

1.6. Linfomas ndo Hodgkin caracterizados

1.6.1. Linfoma Folicular

Dentre todos os linfomas primdrios que envolvem o sangue periférico, o LF é o

mais freqlientemente observado (BAIN et al., 1995). Muitos pacientes apresentam doenca

avancada ao diagndstico, com linfoadenopatia periférica e central (abdominal e toricica)
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e esplenomegalia. Predominantemente envolve os nddulos linfaticos, mas a medula 6ssea
também pode ser acometida em 40 a 70% dos casos (SWEDERDLOW et al., 2008).

Do ponto de vista morfolégico, e em contraste com os casos de Leucemia
Linfocitica de Células Cronicas B (LLC-B), o LF apresenta pequenos linfécitos com
nicleo clivado ou certo polimorfismo de pequenas e grandes células em auséncia de
células borradas - manchas de Giimprecht (BAIN et al., 1995).

Dois tipos de células B do centro germinal podem ser observadas em proporcdes
variadas: células de pequeno a médio tamanho (comparadas ao pequeno linfécito), com
nicleo irregular ou clivado e citoplasma escasso sio chamadas de centrécitos (Figura
3.A); e células grandes, trés vezes o tamanho do pequeno linfécito, de cromatina nuclear
frouxa, nucléolo proeminente e pequena quantidade de citoplasma que sdo chamadas
centroblastos (Figura 3.B) (SWEDERDLOW et al., 2008). A transformacgdo para alto
grau é caracterizada por células de grande tamanho, freqiientemente com nticleo irregular

e nucléolo proeminente (MATUTES, 2007).

Figura 3: Morfologia de Linfoma Folicular grau I e III realizada em amostra de PAAF. A)
Linfoma Folicular grau I, mostrando predominio de células pequenas (Romanowsky, 600x); B) Linfoma
Folicular grau III com aumento de células grandes (Romanowsky, 600x). Fonte: GONG, 2002.
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Os distintos tipos histoldgicos podem ser agrupados em graus de malignidade de
alto significado prognéstico (Quadro 2), seguindo os critérios de classificagdo da OMS. O
LF geralmente se apresenta como de baixo grau de agressividade (70%), entretanto, em
metade dos raros casos pedidtricos s@o tumores de células grandes (grau III) (JAFFE et
al., 2001).

Segundo a classificacio OMS a propor¢do de células grandes, centroblastos,
difere esta malignidade em grau 1, grau 2, grau 3a ou grau 3b (Tabela 3). Os linfomas de
grau 1 a 3a apresentam comportamento de linfoma de baixo grau, sendo o 3b mais
agressivo similar ao LDGC (SWERDLOW, 2008). Apesar de sua agressividade, o LF de
grau III apresenta maior potencial de cura, se tratado com uma terapia agressiva (JAFFE
et al., 2001). Assim, a diferenciacdo do LF de outras neoplasias € de grande valia na

escolha do esquema terapéutico adequado.

Tabela 3: Diferentes graus de linfoma folicular.

Grau Definicao
Grau 1 - 2 (baixo grau) 0 — 15 de centroblastos por hpf
1 0 — 5 de centroblastos por hpf
2 6 — 15 de centroblastos por hpf
Grau 3 >15 centroblastos por hpf
3A Centrdcitos presentes
3B Predominio de centroblastos
Padrao Proporcao folicular
Folicular >T75%
Folicular e difuso 25-75%
Focalmente folicular <25%
Difuso 0%

* Areas difusas contém >15% de centroblastos por hpf sio mencionados como linfoma de grandes células
B com linfoma folicular (Grau 1-2, Grau 3A ou Grau 3B). hpf: high-power Field (objetiva de 40x).
Fonte: modificado de SWERDLOW, 2008
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Andlises fenotipicas das células B clonais mostram uma forte expressdo de
Imunoglobulinas de superficie (slg), e de outros marcadores como o CD22 e
CD20/FMC7 juntamente com reatividade para CD38. Além disso, o marcador CD79b ¢
usualmente expresso em niveis intermedidrios entre LLC e Tricoleucemia. Em adigdo,
estas células sdo geralmente CD10+ mas negativas para CD11c, CD23, CD103, com
expressdo elevada de BCL2 (STETLER, 2001). Em aproximadamente 25% dos pacientes
a expressao de CD5 € detectada (MATUTES, 2007).

Do ponto de vista genético a anomalia tipica desta neoplasia é a translocacio
t(14; 18)(q32;921) presente em 70% a 95% dos casos (JAFFE et al., 2001). A
proximidade com o gene imunoglobulinico de cadeia pesada ou mutagdes associadas
desregulam o gene BCL2 em 18q21, tornando as células resistentes a apoptose (BAIN,
2003). Este gene, codifica a proteina de 25-kDa BCL2 que inibe a indu¢do da apoptose
através de mecanismos mitocondriais, e quando desregulado estd intimamente
relacionado com a patogénese do tumor (BEATO, 2003).

Em contraste ao locus IgH o modelo de quebra em BCL2 é mais complexo. A
maior parte dos pontos de quebra, 60% a 70% dos casos, ocorre na regido MBR (major
breakpoint region), e 20 a 30% dos casos, na regido mcr (minor breakpoint region) do
gene BCL2 (Figura 4) (EVANS et al., 2003).

Nas translocagdes variantes observadas com menor freqiiéncia, t(2;18)(q12;q21)
e t(18;22) (q21;qll), o BCL2 ¢é desregulado pela proximidade dos genes k e A,

respectivamente (BAIN, 2003).
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Figura 4: Representacio esquematica da translocacido entre os cromossomos 14 e 18.
Préximo do ponto de quebra do cromossomo 14 localiza-se um potencializador transcricional do gene de
imunoglobulina. Este elemento transcricional € fusionado ao gene BCL2, que é um regulador negativo da
apoptose. Esta fusdo potencializador-bcl2 induz a superexpressio de BCL2 de linfécitos B. Devido ao

bloqueio da apoptose os linfocitos B mutantes tem um tempo de vida incomum e desta forma se acumulem.
Fonte: Griffths et al., 1999.

A ocorréncia da t(14; 18) nao € restrita a células de linfoma, em torno de 50% a
60% dos individuos sauddveis apresentam o ponto de quebra MBR, entretanto em
freqiiéncias de uma célula em 10* a 10° em amostras de MO, SP, baco e ganglios. A
incidéncia parece estar relacionada com idade, histérico de fumo, sexo e exposicdo a

pesticidas (JONG, 2005).

1.6.2. Linfoma difuso de grande célula B

O LDGC ¢ considerado uma categoria especifica, com diversidade de
apresentagdes clinicas, morfoldgicas, genéticas e alteracdes moleculares, fortemente
sugestivas de que estes tumores representem um grupo heterogéneo de neoplasias do que

uma entidade clinica patolégica tinica (COLOMO, 2003).
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Estes pacientes podem apresentar doenca nodal ou extra nodal, sendo o trato
gastrointestinal a localizacdo extra nodal mais comum (JAFFE et al., 2001). Somente
uma pequena propor¢do dos LDGC (< 5%) mostra envolvimento periférico ao
diagnéstico (ORFAQO, 2003). Pelo fato de apresentar subtipos morfoldgicos distintos,
pardmetros imunofenotipicos e moleculares tornam-se necessiarios para sua
caracterizacdo (JAFFE et al., 2001).

O fator morfolégico comum nestas neoplasias € o tamanho das células
patologicas, usualmente 4 — 5 vezes o tamanho de um pequeno linfécito. Sao
representados por células pleomérficas, com nicleos arredondados, irregulares, lobulados
ou clivados, cromatina frouxa, presenca de nucléolos, citoplasma abundante e basofilico.

Suas variantes morfoldgicas sdo centrobldstico, imunobldstico e anaplasico (Figura 5)

(SWERDLOW, 2008).

Figura 5: Morfologia de Linfoma Difuso de Grande Célula B realizada em amostra de
PAATF. Linfoma difuso de grande célula B com predominio de células grandes (Romanowsky, 600x).
Fonte: GONG, 2002.

Tipicamente, a presenca de grandes imunoblastos e/ou centroblastos pode ser

evidenciada por citometria de fluxo a partir das caracteristicas de dispersao de luz (FSC e
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SSC). LDGC mostram reatividade para marcadores pan-B como o CD19, FMC7/CD20,
CD22, CD79b e Igs, e, em mais de 50% dos casos, as células neoplésicas sao CD10+.
Entretanto muitos pacientes portadores de LDGC, com fendtipo CD5 e CD23 negativos,
podem ter expressdo varidvel destes antigenos (ORFAO, 2003).

A partir do perfil de expressdo génica é possivel dividir este grupo em duas
categorias distintas: os LDGC do centro germinal, que apresentam relagdo com as células
do centro germinal e aqueles em que o padrdo € similar ao das células de sangue
periférico ativadas in vitro - LDGC ativadas (COLOMO, 2003). Em torno de 30% dos
casos de LDGC derivam do centro germinal (ROSENWALD, 2002).

As anormalidades genéticas mais comuns sdo aquelas tipicas do linfoma
folicular, uma vez que a translocacdo t(14; 18) (q32; q21) ndo ¢ especifica para LF e tem
sido observada em 30% dos LDGC (JAFFE et al., 2001). Estes casos podem representar
transformacdes histologicas de LF prévio. O segundo grupo de anormalidades mais
observado é aquele com recombinacdo do gene BCL6/LAZ3 em 3q27, incluindo a
t(3;14)(g27;932). Os demais casos demonstram anormalidades citogenéticas variadas. O
BCL6 estd associado com rearranjos cromossomais envolvendo 3q27. Este rearranjo é
encontrado em uma pequena proporg¢do de linfomas foliculares (6% a 13%), mas em 20 a
40% dos LBGC (BAIN, 2003).

Apesar dos LDGC serem agressivos (Quadro 2), sdo potencialmente curdveis se
corretamente diagnosticados e tratados com uma quimioterapia multi abrangente e
especifica (JAFFE et al., 2001). A classificacdo adequada dos diferentes subtipos de
neoplasias linfoproliferativas cronicas € de grande importincia na selecdo terapéutica

adequada e precoce, assim como para a predi¢do do progndstico.
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Metodologias moleculares especificas como a fluorescéncia por hibridizagdo in
situ e reagdo em cadeia da polimerase podem auxiliar de forma significativa na
classificacdo destes tumores bem como fornecer um monitoramento apds a terapia com o

objetivo de avaliar uma possivel recaida da doenca.

1.7. Técnicas citogenéticas e moleculares no diagnéstico onco-hematolégico

Os recentes avangos em genética molecular tem importante impacto nas dreas de
hematologia e oncohematologia. Existem muitas caracteristicas de cariftipo e
moleculares que podem auxiliar no diagndstico, na conduta terapéutica e na predicdo de
prognéstico. Esta evolugdo deveu-se principalmente ao aperfeicoamento tecnoldgico
atual. Embora muito laboriosa, a técnica de caridtipo convencional ainda continua a ser a
base da triagem técnica podendo detectar miltiplas anormalidades. A técnica de Southern
Blotting mostrou-se util na identificacdo de clonalidade em tumores linféides,
demonstrando os rearranjos de imunoglobulinas e de receptores de células T. No entanto,

€ morosa e em alguns casos o resultado nao € claro (VAN DONGEN et al., 2003).

A PCR aumenta significativamente a sensibilidade de detec¢do do rearranjo
génico e reduz significativamente o tempo de estudo. A func¢do do PCR € de amplificar o
DNA extraido do tecido tumoral e submeter o DNA fracionado a eletroforese
(VIZMANOS et al., 2002; BROWN, 2003). A recente utilizacdo de eletroforese capilar
para substituir eletroforese em gel melhora a sensibilidade e precisdo desta técnica

(DIONISI et al., 2006). Além dos rearranjos gé€nicos dos receptores, a PCR também pode

identificar oncogenes, translocacdes cromossomais e mutagdes genéticas. A deteccdo da
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muta¢do JAK2 é uma técnica muito importante para o diagndstico de policitemia vera,
mielofibrose idiopdtica cronica, e trombocitemia essencial (LEVINE et al., 2005; ZHAO
et al., 2005). A mutacdo FLT3 pode ser demonstrada em cerca de 30% dos casos de
Leucemia Mieldide Aguda e pode ajudar na escolha da estratégia terapéutica (LEE et al.,
2007). O uso da transcri¢@o reversa seguida por amplificacdo génica (RT-PCR), reforca
ainda mais a sensibilidade da técnica tornando-a uma ferramenta muito ttil na detecc¢io

de doenca residual minima (BOROWITZ et al., 2008).

A técnica de FISH, no entanto, revolucionou o campo da citogenética. Devido a
sua sensibilidade, muitas anomalias citogenéticas que ndo s3o demonstradas por
cariotipagem tém sido demonstradas por FISH. O principio do FISH € o uso de sondas de
DNA marcadas com fluorocromos para identificar genes anormais ou oncogenes em
c€lulas tumorais. Com o aumento do numero de sondas, o FISH tornou-se uma
ferramenta indispensdvel para o diagndstico precoce e preciso de muitos tumores. A
deteccdo das fusdes BCR/ABL e PML/RARA fornece um diagndstico definitivo da
Leucemia Miel6ide Cronica e da Leucemia Promielocitica, respectivamente, e o paciente

pode ser tratado rapidamente (MIN et al., 2005).

O mais recente desenvolvimento no campo da genética molecular € a técnica de
perfil de expressdo génica. Com a técnica de microarray centenas de genes podem ser
rastreados, ocorrendo um padrdo especifico para cada neoplasia estudada, o que é
designado como assinatura génica de um determinado tumor. O grande potencial desta
técnica ja foi demonstrado para o diagndstico, classificacio, predicdo de progndstico, e a
orientacdo do tratamento de neoplasias hematolégicas. Os exemplos incluem Linfoma de

células do Manto, Leucemia Mieléide Aguda, e Leucemia Linféide Aguda (RIZZATTI,
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2004; FATTORI, 2006). Perfis de expressdo génica também podem ajudar a descobrir e

identificar importantes genes em diferentes neoplasias.

1.8. Justificativa

Tradicionalmente tanto o diagndstico quanto a classificacdo dos linfomas sdo
feitos por meio da bidpsia cirirgica da neoplasia e do exame histolégico com
imunohistoquimica. No entanto, nos ultimos 10 anos, a aplicacdo de técnicas de
imunofenotipagem por citometria de fluxo e estudos citomorfolégicos vem sendo
utilizados em vdrios centros diagndsticos, devido a rapidez e a eficiéncia dos resultados
(GONG et al.; 2002)

Porém, uma das restricdes da avalia¢do citomorfoldgica € que se perde o padrao
da arquitetura tecidual (GONG et al, 2002). Na atual classificacgido OMS para os
linfomas, a arquitetura morfoldgica permanece como importante pardmetro para a
classificacdo, embora o diagndstico dos linfomas também possa ser baseado na
informacg@o combinada do imunofendtipo, genétipo e manifestagdes clinicas, as quais por
si s6 fornecem informacgdes suficientes para a conduta clinica. Além disso, pardmetros
moleculares fornecem informac¢des importantes principalmente nos casos em que o0s
dados morfoldgicos e de imunofenotipagem sdo inconclusivos permitindo assim a
classificacdo destas neoplasias clinicas.

Desta forma, ¢ importante estabelecer-se uma correlagdo entre os perfis
imunofenotipico por citometria de fluxo, citomorfoldgico e genotipico, nos casos de LF e
de LDGC, assim como avaliar a presenca da alteragcdo molecular nos casos em que 0s

padrdes morfoldgicos e imunofenotipicos nao foram conclusivos.
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No Brasil o diagndstico das leucemias e linfomas é frequentemente tardio,
havendo o encaminhamento para tratamento dos pacientes em estigios avangados.
Considerando que 85% a 90% destes pacientes pertencem ao Sistema Unico de Satde
(SUS), a garantia de um suporte diagndstico e hospitalar adequado € um tema que gera

muitas discussoes.

Atualmente para realizar o diagndstico dos Linfomas e Leucemias, no Estado de
Santa Catarina dispomos de vdrias técnicas: Hemograma, Mielograma,
Imunofenotipagem por citometria de fluxo e imunohistoquimica, realizadas em
laboratérios pertencentes a duas instituicdes, o Centro de Pesquisas Oncoldgicas

(CEPON) e o Centro de Hemoterapia e Hematologia de Santa Catarina (HEMOSC).

O CEPON ¢ o 6rgdo central do sistema de prevengdo e assisténcia, na drea do
cancer, no Estado de Santa Catarina, conforme decreto n°. 2.701 10/03/98. Suas fun¢des
sdo o controle e avaliacdo das atividades e pesquisas oncoldgicas no Estado, em
consondncia com a politica estadual de saide e normas federais pertinentes. O servico de
Hematologia do CEPON oferece atendimento ambulatorial e hospitalar. A implantacdo
da Unidade de Transplante de Medula Ossea com o uso de materiais técnicos e de alta
complexidade permitiu o aumento do indice de remissdo e cura de pacientes em idade
produtiva, evitando o deslocamento para outros estados.

O HEMOSC atua principalmente na drea de hemoterapia, porém oferece servicos
de ambulatério para pacientes hematoldgicos ndo oncolégicos e hematologia laboratorial.
A distribuicdo dos laboratérios € a seguinte:
HEMOSC

Laboratério de Marcadores Celulares (Mielograma e Imunofenotipagem)
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Laboratério de Hematologia (Hemograma)
CEPON
Laboratério de Andtomo-patologia (Bidpsia de medula Ossea, linfonodos e
Imunohistoquimica)

Para a realizacdo da citogenética e estudos moleculares se utiliza o sistema
particular, o que nem sempre pode ser feito em todos os casos. A classifica¢do precisa das
leucemias e linfomas é o ponto fundamental para o tratamento adequado e o seu
prognoéstico. Desta forma os pacientes de alto risco podem ser tratados com terapias mais

intensivas e eficazes, e os pacientes considerados de baixo risco que apresentam melhor

sobrevida sdo poupados dos efeitos deletérios de tratamentos mais intensivos.

Assim a implantacdo de técnicas moleculares direcionadas ao diagndstico onco-

hematolégico, permitird oferecer diagndsticos mais rapidos, precisos e completos.
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2. Objetivos

2.1.0bjetivo Geral

Padronizar a deteccdo da translocacdo t(14;18)q(32;921) através da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), assim como estabelecer uma relagc@o entre as caracteristicas
imunofenotipicas e moleculares, por citometria de fluxo e PCR, respectivamente, nos

Linfomas Folicular e Difuso de Grande Célula B.

2.2.0bjetivos Especificos

Padronizar a detec¢do da translocacdo t(14;18)(q32;q21) através da reacdo de
PCR multiplex ;

Determinar a frequéncia da translocagao t(14;18)(q32;q21) pela técnica de PCR
nas amostras estudadas;

Correlacionar os dados de caracterizacdo imunofenotipica por citometria de
fluxo e o estudo molecular da translocacdo t(14;18)(q32;q21) utilizando técnica de PCR,

em pacientes com LNH-B.
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Material e Métodos
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3. Material e Métodos

3.1. Consideracoes éticas

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) (Projeto n°. 317/2004),
assim como pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Centro de
Pesquisas Oncolégicas (CEPON) (Parecer n°. 15/2005). Os pacientes foram esclarecidos
quanto aos objetivos da pesquisa e os que demonstraram interesse em participar do estudo

assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (anexo A).

3.2. Seleciao de amostras

Foram selecionadas amostras de 75 pacientes procedentes de varios municipios
do estado de Santa Catarina, de ambos os sexos: 37 do sexo masculino e 38 do sexo
feminino, com idades variando de 29 a 88 anos, encaminhadas ao Laboratorio de
Marcadores Celulares no Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina
(HEMOSC) para diagnéstico e estadiamento de sindromes linfoproliferativas B maduras,
entre o periodo de junho de 2004 e dezembro de 2008.

Os tipos e nimero de amostras clinicas nos grupos avaliados estdo detalhados na

tabela 4.



Tabela 4: Amostras clinicas avaliadas no presente estudo.
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A . Hiperplasia Linfoma da Linfoma Linfoma de
mostras® . . .
Reacional Zona do Manto Folicular Grande Células
Numero (83) 10 20 38 15
MO
(19) 0 4 12 3
SP
a7 0 12 4 1
BL
26) 10 1 12 3
PAAF
0 3 9 4
Tipos | (16)
LA
0 0 0 1
(D
LP1
0 0 0 1
(D
LPe
0 0 0 1
(D)
LCR
0 0 1 1
(2

* medula 6ssea (MO), sangue periférico (SP), bidpsia de linfonodo (BL), pungdo aspirativa por agulha fina
(PAAF), liquido ascitico (LA), liquido pericardico (LPe.), liquido pleural (LP1.) e liquido cefalorraquidiano

(LCR).

O diagnéstico foi realizado a partir da avaliagdo citomorfolégica da populacio

linféide corada pelo método de May-Grunwald-Giemsa (MGG) e pelas caracteristicas de

tamanho celular (FSC). O perfil imunofenotipico foi avaliado por citometria de fluxo,

conforme detalhado a seguir, sendo posteriormente classificadas, seguindo a classificacio

de neoplasias de células B maturas proposta pela OMS (SWERDLOW et al., 2008).

As amostras de sangue periférico (SP) e medula 6ssea (MO) foram coletadas e

conservadas em anticoagulante EDTA (4cido etilenodiaminotetracético), enquanto que

amostras de bidpsias de nddulos linfaticos e os liquidos corporais foram conservadas em

tampao fisioldgico e submetidas ao teste em no maximo 2 horas apds a coleta.
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3.3. Preparacao do sedimento celular

As amostras de sangue foram submetidas a separacido de células mononucleares
(CMN) por centrifuga¢do em gradiente de densidade. Aproximadamente 3 ml de SP ou
de MO foram adicionados a 1,5 ml de Ficoll-Hypaque 1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis)
para separacgdo de leucdcitos. Apos centrifugacdo, a 2.000 x g por 25 min. a temperatura
ambiente, a camada de leucocitos foi coletada em um tubo de 1,5 ml e submetida a nova
centrifugacdo a 2.000 x g por 5 min. Apds a remocdo do sobrenadante, o sedimento
celular foi lavado em tampao PBS e armazenado em nitrogénio liquido até o seu uso.

As bidpsias foram maceradas em tampao fisiol6gico para dissociacdo das células
e, assim como os liquidos corporais, centrifugadas 2.000 x g por 5 min. a temperatura
ambiente. Da mesma forma que o sangue, o sobrenadante foi descartado por inversdo do

tubo e o sedimento preservado em nitrogénio liquido até o seu uso.

3.4. Avaliacao citomorfologica

3.4.1. Avaliacao morfoloégica com coloracao de May-Grunwald-Giemsa

Os esfregacos das amostras de SP e MO, coletados em EDTA foram realizados
imediatamente apds a coleta; nas BLs armazenadas em tampao fisiolégico foi realizado o
imprint e nos liquidos corporais (PAAF, Lpl., Lpe. e LCR) foi realizada concentragdo
celular pelo método do citospin em citocentrifuga (Cytospin, SHANDON®) a 800 rpm,
por 6 min.. Logo apds a secagem, foram coradas pelo método de May-Griinwald-Giemsa

e visualizadas em microscopio Optico (NIKON, E400®) em objetiva de 40x/0.65;
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50x/0.95 oil e 100x/1.25 oil.

Foram avaliados na populacgdo linféide: o tamanho e forma celular, quantidade
de citoplasma, presenca de irregularidades de membrana nuclear, caracteristicas da
cromatina, presenca de nucléolo e de células borradas (“Mancha de Gumprecht”).

O tamanho foi definido utilizando como pardmetro o tamanho de um pequeno
linfécito. A célula grande foi definida como duas ou mais vezes o diametro de um
pequeno linfécito, com cromatina frouxa e presenga de um ou mais nucléolos. A de
tamanho intermedidrio foi definida como 1,5 a 2 vezes o diimetro de um pequeno
linfécito. Um total de 200 células foi contado em no minimo cinco campos (GONG et al.,

2002).

3.4.2. Avaliaciao do tamanho celular por citometria de fluxo

A citometria de fluxo permite a avaliagdo multiparamétrica da célula. As
medidas de dispersdo frontal de luz, chamada FSC (forward scatter) que esta relacionada
as caracteristicas de tamanho, e de dispersdo lateral de luz, chamada SSC (side scatter)
relacionada as caracteristicas de complexidade interna da célula, podem ser tteis na
avaliacdo do tamanho celular.

Desta forma, o tamanho das células foi avaliado a partir das caracteristicas de
dispersdo frontal da luz (FSC) comparando os linfocitos neopldsicos aos pequenos
linfécitos normais da amostra, nos diferentes grupos avaliados. As medidas de FSC foram
quantificadas usando programa estatistico Cell-Quest a partir do indice calculado entre as

células linf6éides neoplasicas e as células linféides T (CD3+) (GONG et al., 2002).
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3.5 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

3.5.1. Determinacio do perfil imunofenotipico das neoplasias linféides B maduras

Para a determinagdo dos perfis imunoldgicos foi utilizada a técnica de
imunofluorescéncia direta seguida de lise de eritrécitos, conforme metodologia
previamente descrita por Stewart, com pequenas modificagdes descritas a seguir
(STEWART, 1995). Para tanto, 100uL das amostras ajustadas para uma concentracio
celular de 1x10° células/mm’ foram incubadas com 10uL dos anticorpos monoclonais
conjugados a fluorocromos por 15 min. a temperatura ambiente, em auséncia de luz
(Tabela 5).

Ap6s a incubacdo as hemdcias presentes nas amostras foram lisadas pela adicdo
da solucdo de lise (FACs lysyng solution®) por 10 min.. A seguir, as células foram
centrifugadas, 2.000 x g por 5 min., e o sedimento foi ressuspenso em 0,5 mL de tampé@o
salina fosfato (PBS) pH 7,2/ formaldeido a 2%. Na avalia¢do de restricio de cadeias
leves tipo kappa ou lambda foi realizada uma incubacdo prévia a marcagdo com o
anticorpo monoclonal (AcMo), por 30 min. para minimizar marcagdes inespecificas.

Para a marcagdo intracitoplasmdtica de BCL2 as células foram incubadas aos
reagentes do kit de permeabilizacdo celular (Caltag, Burlingame, CA) conforme
metodologia previamente descrita (KAPPELMAYER, 2000).

Em todas as amostras foi utilizado um controle negativo, contendo controles

isotipicos dos antigenos pesquisados marcados com FITC, PE e PC-5.
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3.5.2. Painéis utilizados

Foi realizado o método da tripla marcacdo, com anticorpos monoclonais pré
conjugados com diferentes fluorocromos - fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) e
ficoeritrina-cianina (PECy5). Estes anticorpos sdo dirigidos contra antigenos de
superficie de células B: CD19, CD10, CD20, FMC-7, CD22, CD23, CD79b, CD103,
anti-IgM, anti-Kappa, anti-Lambda, o antigeno leucocitirio comum (CD45) assim como

intracitoplasmatico: antigeno BCL-2 (Tabela 5) (WOOD et al., 2007).

Tabela 5: Painel de Anticorpos Monoclonais utilizados na avaliacao das
neoplasias linféides de células B maduras.

AcMo/ Especificidade Clone Fonte Comercial*

Fluorocromo

Kappa FITC  Cadeia leve BDIS

Lambda PE Cadeia leve A BDIS

CD10 Linf6cito B imaturo Anti — CALLA, BDIS

FITC e PE clone HI10a

CD20 FITC Linfécitos B  maduros exceto Leu- 16, BDIS
plasmécitos clone .27

CD5 PE Linfécitos T e linfocitos B de L17F12 BDIS
memoria

CD24 FITC Linfécitos B ML5 BD-Pharmigen

CD79B PE Linfécitos B CB3-1 BD-Pharmigen

FMC7 FITC  Linfécitos B FMC7 Dako

CD23 PE Linfécitos B, linfécitos B ativados EBVCS-5 BD-Pharmigen

IgM PE Cadeia pesada p Dako

CD38 FITC Linf6citos B imaturos, T ativados € Clone HB7 BDIS
plasmécitos

CD22 PE Expressao citoplasmatica em BDIS

precursores B. Adquire expressio Clone
durante a maturagdo do linfécito B S-HCL-1

CDI11CPE Alguns linfécitos B e alguns Clone BDIS
linfécitos T S-HCL-3
CDI103 FITC Linfécitos B de tricoleucemia Clone Ber- Dako
ACT8
CD25 PE Linfé6citos T e B ativados Anti IL 2R, BDIS
clone 2A3
BCL2 FITC Linfécitos T, alguns linfécitos B, Clone 124 Dako
negativo em células do centro
germinal

*BDIS: Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, Calif; Dako Cytomation, Glostrup,
Denmark, BD-Pharmigen BD Pharmingen, San Diego, CA.
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Na triagem foi utilizado um painel com trés tubos (Tabela 6), onde foram
identificados os leucdcitos, a partir da expressdo do pan-leucocitirio CD45, os linfocitos
T (CD3+) e suas subpopulagdes: T auxiliadores (CD3+CD4+) e T citotoxicos
(CD3+CD8+), e por fim os linfécitos B (CD19+) onde foi avaliado o tipo de restricdo de
cadeia leve da imunoglobulina, de superficie ou citoplasmética (IgKappa e Igl.ambda),

para caracterizacdo de monoclonalidade.

Tabela 6: Painel utilizado na caracterizacdo das neoplasias linfoides de
células B maduras.

Tubo Anticorpos Monoclonais*
1 CD3(FITC) / CD19(PE) / CD45(PE/CYS)
2 CD4(FITC) / CDS(PE) / CD3(PE/CYYS)
3 Anti-kappa(FITC) / Anti-lambda (PE) / CD19(PE/CYYS)
4 CD20(FITC) / CD5(PE) / CDI19(PE/CYS)
5 CD24(FITC) / CD79b(PE) / CD19(PE/CYYS)
6 FMC7(FITC) / CD23(PE) / CD19(PE/CY5)
7 IgM(FITC) / CD38(PE) / CD19(PE/CYS5)
8 CD22(FITC) / CD11C(PE) / CD19(PE/CY5)
9 CDI103(FITC) / CD25(PE) / CD19(PE/CYY5)

10 CDI0(FITC) / BCL2 cit(PE) / CD19(PE/CY5)

*Fluorocromos conjugados: FITC (Fluoresceina), PE (Ficoeritrina), PE/CY5 (Ficoeritrina-cianina).

Apé6s a avaliagdio de clonalidade das células B, foram realizadas vérias
combinacdes de AcMo para avaliagdo do perfil imunofenotipico desta populacido (tubos 4
a 10), conforme detalhado na tabela 6. O AcMo anti CD19 foi utilizado como referéncia

da populacgao linféide B.
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3.5.3. Aquisicao e avaliacdo dos antigenos celulares

Os antigenos pesquisados, na superficie celular ou intracitoplasmaticos, foram
adquiridos no citometro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems, San Jose, CA) sendo que foram coletados um total de 30.000 eventos, sendo
que em amostras com baixo percentual de células B foi utilizada a estratégia de “gate” em
CD19, contando o maximo de eventos possiveis. A andlise foi realizada utilizando os
programas CellQuest (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA) e
Paint-A-Gate PRO (BD).

A intensidade de fluorescéncia dos antigenos celulares foi determinada
visualmente em histogramas de duas varidveis e classificados como de expressdo
negativa (-), fraca (-/+), moderada (+) ou forte (++), tendo como referéncia um controle
interno negativo (linfécitos T). A quantificacdo de expressdao dos antigenos celulares
CD10, CD20, BCL2 foi medida a partir da média de intensidade de fluorescéncia (IMF)

dos marcadores utilizando o programa CellQuest.

3.6. Extracao de DNA

O sedimento celular foi descongelado e submetido a extragio de DNA
utilizando-se o kit de extracdo de (DNA QIAamp DNA Mini Kit — QIAGEN ®) seguindo
a instrucdes do fabricante. Apds a precipitacio o DNA foi eluido em 50uL. de 4gua
ultrapura e sua concentragdo e pureza estimada através da leitura em espectrofotdmetro

BioPhotomether (Eppendorf ®) (260/280 nm).
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Para avaliacdo da integridade do DNA 2uL das amostras foram diluidas em
tampdo de amostra (xilenocianol 0,25%, azul de bromofenol 0,25% e glicerol 35%) e
submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8% por aproximadamente 40 min. a 100V.
O gel foi corado em solucdo de brometo de etidio (0,01% v/v) e visualizado por
exposicdo a luz UV em transiluminador MacroVue ® (Hoefer, San Francisco, CA),

sendo os resultados documentados de forma digital.

3.7. Deteccio do rearranjo BCL2/IgH: t(14;18)(q32;q21)

As translocagdes cromossomais envolvendo o gene BCL2 sdo caracteristicas do
LF, sendo a t(14; 18) (q32; g21) a mais comum. Como conseqiiéncia da translocacio, o
gene BCL?2 (18921) € justaposto a regido promotora do gene IgH (14q32) resultando em
um desequilibrio em seu padrdo normal, levando a super expressdao do oncogene BCL2

(EVANS et al., 2003).

3.7.1. Iniciadores utilizados

Os iniciadores utilizados no presente estudo foram os indicados no protocolo

BIOMED-2 (Tabela 7) e foram sintetizados pela Invitrogen do Brasil®.
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Tabela 7: Iniciadores e sequéncias utilizadas na PCR multiplex para
deteccio do rearranjo dos genes BCL-2/IgH.

Tubo A: Iniciadores MBR
MBR1 5’- GAC CAG CAG ATT CAA ATCTATGG -3
MBR2 5’- ACT CTG TGG CAT TAT TGC ATT ATAT -3’

Controle positivo: linhagem celular DOHH2 / Tamanho do produto: + 200pb
Tubo B: Iniciadores 3’MBR

3’MBRI1 5’- GAC CCT GCT GGATAC AACACTG-3
3’MBR2 5’- GGT GAC AGA GCA AAA CAT GAA CA-3
3’MBR3 5’- GTA ATG ACT GGG GAG CAA ATCTT- 3’
3’MBR4 5’- ACT GGT TGG CGT GGT TTAGAG A -3

Controle positivo: linhagem celular K231 / Tamanho do produto: + 2800pb

Tubo C: Iniciadores mer

5 mcer 5" CCT TCT GAA AGA ACG AAA GCA -3
merl 5" TAG AGC AAG CGC CCA ATA AATA -3’
mcr2 5’ TGA ATG CCA TCT CAA ATC CAA -3’

Controle positivo: linhagem celular OZ / Tamanho do produto: + 350pb

Os iniciadores (5’ -CCA ACC GTG AAA AGA TGA CC -3 -Fe 5- GCA
GTA ATC TCC TTC TGC ATC C - 3’- R) dirigidos para o gene beta actina foram

utilizados como controles da amplificacio.

3.7.2. Padronizacao da técnica de Reacio em cadeia da polimerase (PCR)

DNA das linhagens tumorais DoHH2, K231, OZ e SC1, gentilmente doadas pelo
Dr. Professor Martin J. S. Dyer da Universidade de Leicester, UK foram utilizados como
controles positivos € o DNA de creme leucocitirio de voluntdrios higidos foram

utilizados como controle negativo.
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A padronizag@o da PCR seguiu o protocolo BIOMED-2 para um sistema de PCR
multiplex formado por trés tubos de reacdo, com os diferentes iniciadores detalhados na
tabela 7. No tubo A foram utilizados os iniciadores para detectar pontos de quebra em
MBR, no tubo B e no tubo C foram utilizados os iniciadores para detectar os pontos de
quebra 3’MBR e mcr respectivamente, conforme ilustrado na Figura 6. Em todos os tubos
foi utilizado o iniciador consenso do gene de cadeia pesada de imunoglobulina, JH — 3’

CCA GTG GCA GAG GAG TCC ATT C 5’ (EVANS et al., 2003).

BCLZ gene IGH gene (#14q32)
1
exon 2 exon 3 JH segments
1 it r

11 HEE
MBR2 MaRY FMBR1 IMBRZ IMBR3 IMBRY  Fmar merl  morz - JH primer

——  MBR IMER — mer J.

50 kb kb

Figura 6: Diagrama esquematico dos pontos de quebra do gene BCL2 (18q21): MBR,
3’MBR e mcr. Fonte: modificado de EVANS et al, 2003.

As reagOes foram realizadas em um volume final 25ul, contendo 0,5 U de Taq
DNA polimerase (KAPA2G Robust DNA Polymerase ®), 1X o tampdo A ou B
(KAPPA2G®) que contém 1,5mM de MgCl,, 1 X o potencializador 1 ou 2, 0,2mM de
cada desoxinucleotideo trifosfatado (dANTP), 25pmol de cada iniciador e 25ng de DNA
molde.

No tubo A utilizando os iniciadores MBR1/MBR2 foi esperado um produto
amplificado de aproximadamente 200pb. No tubo B utilizando os iniciadores
3’MBR1/3’MBR2/3’MBR3/3’MBR4 o produto amplificado esperado foi varidvel (
200pb -1000pb). No tubo C utilizando os iniciadores 5 mer/merl/mer2 o produto

amplificado esperado foi de aproximadamente 350pb (Tabela 7).
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As reacdes de amplificacdo foram realizadas em Termociclador modelo
Mastercycler Plus® (Eppendorf, Hamburg) nas seguintes condi¢des de temperatura: uma
desnaturagdo inicial a 94°C por 5 min., seguido de 35 ciclos com desnaturagdo a 94°C por
30 seg., ligac@o dos iniciadores a 60°C por 40 seg., extensdo a 72°C por 30 seg. e uma
extensdo final a 72°C por 3 min.

Trés microlitros do produto amplificado foi misturado com igual volume de
tampdo de amostra (xilenocianol 0,25%, azul de bromofenol 0,25% e ficol 35%) e
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 8% e em sistema de minigel BIO-
RAD a 100 V por 2 h. Apds a corrida os géis foram corados pelo brometo de etidio ou
pelo nitrato de prata, visualizados em transiluminador MacroVue UV20® (Hoefer San

Francisco) e digitalizados.

3.8. Analise estatistica

Os valores médios de intensidade de fluorescéncia dos antigenos celulares
CD10, CD20, BCL2, assim como das carateristicas de tamanho por dispersdo da luz
(FSC) avaliados por citometria de fluxo, foram calculados para cada variavel.

Para avaliacdo de significncia estatistica das diferencas entre as médias de
intensidade de fluorescéncia dos grupos, utilizamos o método de ANOVA com pds-teste
de Student-Newman-Keuls pelo uso do software Graphpad e para verificar se existe
associacdo entre as varidveis estudadas entre os diferentes grupos, foi utilizado o teste do
qui-quadrado. Em ambos os testes foram considerados significativos os valores quando

p <0,05.
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Resultados e Discussao
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5. Resultado e Discussao

Para analisar a relagdo entre o perfil morfol6gico, imunofenotipico e molecular
das hiperplasias reacionais de linfécitos (HR), dos linfomas de células B do tipo folicular
(LF), zona do manto (LM) e difuso de grandes células (LDGC) foram estudados 75
pacientes, no periodo entre junho de 2004 a dezembro de 2008. A média de idade dos
pacientes foi de 57,2 +15,1 anos (variagdo 29 — 88 anos), sendo 37 (49,3%) do sexo
masculino e 38 (50,7%) do sexo feminino (Tabela 8). A distribuicdo dos tipos de

amostras clinicas avaliadas nos diferentes grupos estd detalhada na Tabela 4.

Tabela 8: Sexo e idade média dos pacientes avaliados no presente estudo.

Hiperplasia Linfoma da Linfoma Linfoma
Pacientes Rl;ac?onal Zona do Folicular Difuso de
Manto u Grande Célula

Nuimero (75) 10 20 30 15

Masculino (M) 5 13 11 ]

(37)
Sexo —

Feminino (F) 5 7 19 7

(38)
Idade (X +DP) 47 (x14,7) 67,9 (£10,7) 53,8 (£14,6) 54,6 (£15)

Em relag@o a incidéncia por sexo, O LF tem um padrdo diferente comparado aos

outros linfomas, uma vez que se apresenta sutilmente mais elevado em mulheres (58%),

enquanto o LNH-B da zona do Manto tem uma alta predominancia do sexo masculino

(74%) (SWERDLOW et al., 2008).

Nos grupos de LM e LBGC avaliados neste estudo houve predominio da

populacdo masculina, exceto no grupo de pacientes diagnosticados como LF em que a

razdo entre sexo foi F: M de 1,7: 1.

A andlise morfoldgica das 83 amostras, foi realizada em esfregacos de MO e
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SP, imprints (BL) e citocentrifugacdo (PAAF, LA, LPl, Lpe e LCR. Em cinco (6%) das

amostras (quatro de MO e uma de SP) com fenétipo de células de LF, houve infiltracio

menor que 3% de células neopldsicas dificultando a caracterizacdo morfoldgica das

mesmas. As demais amostras puderam ser avaliadas morfologicamente.

A avaliacdo de tamanho por citometria de fluxo foi realizada em todas as

amostras. Os resultados referentes as andlises citomorfoldgicas estdo detalhados na tabela

a seguir.

Tabela 9: Avaliacao citomorfologica por coloracao de MGG e do tamanho
celular por citometria de fluxo (FSC) nos diferentes grupos.

Numero de casos

Morfologia (MGG¥*)

Média FSC** (+DP)

Diagnéstico Provavel

30

Linfécitos de pequeno a médio
tamanho, citoplasma escasso,
ntcleo globosos, ocasionalmente
clivados ou com irregularidades
na membrana nuclear, cromatina
condensada e
homogénea,nucléolos
inconspicuos.

1,06 (x0,28)

Linfoma Folicular

15

Células pleomorficas. Citoplasma
abundante e basofilico Nucleos
arredondados, irregulares,
lobulados ou clivados. Cromatina
frouxa. Presenca de nucléolos.

2,2 (£0,40)

Linfoma de Grande
Células

20

Linf6citos pleomoérficos, de
médio tamanho, citoplasma de
visivel moderadamente
abundante, nidcleos
redondos,clivados, com
irregularidades na membrana
nuclear, cromatina grosseira com
nucléolos pouco visiveis, ou fina
com nucléolos visiveis na forma
blastéide.

1,14 (20,27)

Linfoma da Zona do
Manto

10

Populacdo celular heterogénea

1,11 (20,17)

Hiperplasia Reacional

*MGG: May-Grunwald-Giemsa; **FSC: medida de dispersdo frontal da luz relacionada as caracteristicas

de tamanho celular.

As caracteristicas de tamanho celular por citometria de fluxo (FSC), dos



48

linfécitos B dos diferentes grupos de estudo mostrou diferencas estatisticamente
significantes (p<0,001) entre o grupo de LDGC em relagdo aos outros grupos (Figura 7).
Os 15 casos de LDGC apresentaram relacdo de FSC entre linfécitos B/linfécitos T maior
que 1,7:1. Nas 5 amostras (6%) que apresentavam infiltracio menor que 3%, a
morfologia ndo detectou estas células neopldsicas. Na citometria de fluxo, utilizando a
estratégia de gates, estas células foram caracterizadas fenotipicamente pela expressdo de

seus antigenos e de tamanho celular (FSC).

Média do idice de FSC

2,5 !

1,5 4

—t— =

0,5

Figura 7 : Avaliacdo de tamanho dos linfocitos B por citometria de fluxo: Representagdo
grdfica das médias de tamanho dos linfécitos B, por disper¢do da luz (FSC), nos diferentes grupos
avaliados. LF: linfoma folicular, LDGC: linfoma difuso de grande célula B, LM: linfoma da zona do
manto. HR: hiperplasia reacional. Letras iguais representam diferencas nao significativas.

Estudos tém demonstrado que a avaliacdo morfolégica combinada a citometria
de fluxo pode realizar o diagndstico de uma parte substancial dos linfomas utilizando
material de PAAF, sem haver necessidade da bidpsia tecidual (GONG et al., 2002;
MOURAD et al.,, 2006). Gong e colaboradores (2002) descreveram a utilidade da
associagdo entre estas duas metodologias na identificacdo de células grandes em amostras

de PAAF, principalmente quando ocorre transformacio neopldsica. Nossos resultados
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confirmam a utilidade da citometria de fluxo em identificar células de grande tamanho.
Na triagem inicial foi avaliada nas células linféides B (CD19+) (Figura 8.A) a
expressdo de cadeias leves (k ou A) de imunoglobulina de superficie ou citoplasmatica
(Figura 8.B). Esta triagem € relevante, principalmente quando os estudos morfolégicos -
citologia e histologia - ndo conseguem distinguir com clareza se as células sdo

monoclonais ou reativas.
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Figura 8: Histograma de dois parametros demonstrando a restricio de cadeia leve de
membrana em um caso de sindrome linfoproliferativa B. A) Analise da expressdo de CD19 versus SSC
(complexidade interna celular); B) Andlise da restricdo de cadeia leve de membrana: Lambda positivo.

A restricdo de cadeias leves k ou A utilizada como critério de monoclonalidade
se baseia em amplos estudos realizados em amostras com populacdes policlonais. A
relagdo k / A menor que 0.5 ou maior que 3 indica a presenga de uma populag@o clonal na
amostra (ORFAOQ, 2003).

Porém, quando a populagdo estd em pequeno percentual, a expressdao de cadeias
leves deve ser avaliada no contexto celular, j4 que muitas vezes esta relacdo pode estar
normal e hé células neopldsicas na amostra. As mesmas sdo detectadas na citometria de

fluxo através de suas caracteristicas de dispersdo de luz, expressdo antigénica de CD19,
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CD20, CD45 e outros marcadores antigénicos expressos de forma aberrante, de acordo
com estdgio maturativo ou linhagem celular (SANCHEZ et al., 2002).

A pesquisa da restricdo de cadeias k ou A foi realizada em todas as amostras. Em
96,4% destas foi demonstrada monoclonalidade para kappa ou lambda (Tabela 10). Os 10
casos de HR apresentaram policlonalidade das cadeias leves, com relagio k / A dentro dos
valores de referéncia.

Tabela 10: Deteccao de restricao de cadeia leve de Imunoglobulina em
amostras nos grupos de linfoma avaliados.

Tipo de restricio de  Linfoma da Zona Linfoma Folicular Linfoma de
cadeia leve de Ig. do Manto Grande Células
Imunoglobulina
Kappa 9 (45) 18 (50) 7 (46,7)
Imunoglobulina
Lambda 11 (55) 17 (47,4) 6 (40)
Nao caracterizada 0 1(2,6) 2 (13,3)

Em trés amostras (3,6%), duas de LCR (LF e LDGC) e uma de MO (LF), ndo
foi possivel caracterizar o tipo de cadeia leve de imuglobulina de membrana ou
intracitoplasmdtica. Contudo o diagndstico destas amostras foi de linfoma, conclusivo
através de parametros citomorfoldgicos, imunofenotipicos e histopatoldgicos. Segundo
dados da literatura este fendmeno pode ocorrer como resultado de defeitos a nivel
molecular devido a alteracdes na expressdo génica destas proteinas (KALEEM et al.,
2000).

Entretanto, este fendmeno ndo ocorre somente em células neoplasicas.
Subgrupos de células B normais do centro folicular, assim como raros casos de

hiperplasia folicular em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
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podem apresentar perda da expressdo das cadeias leves de imunoglobulina de ambos os
tipos (KALEEM, 2006).

Células linféides B maduras neopldsicas podem ser distinguidas de células
normais a partir da identificagdo de dois tipos de anormalidades fenotipicas: restricdo de
cadeia leve de imunoglobulina e expressdo antigénica aberrante (CRAIG, 2008).

Desta forma, ap6s a caracterizagdo da clonalidade das células proliferantes com
restricdo para cadeia leve kappa ou lambda, procedeu-se a marcag@o celular com diversos
AcMo para analisar o fendtipo da célula linféide B, e assim estabelecer seu grau de
maturacio e aberracdo fenotipica.

A tabela 11 mostra os resultados de expressdo de CDS5 através de citometria de
fluxo nos diferentes grupos avaliados.

Tabela 11: Avaliacdo da expressio de CDS5S nas amostras dos diferentes
grupos avaliados.

CD5 Li“f(‘l’(‘)n&gﬁ tf"“a Linfoma Folicular Ggﬁ‘:‘&ﬂﬁm
Positivo 20 (100%) 3(9.2%) 0 (0%)
Fraca expressao 0 (0%) 2 (6%) 1 (10%)
Negativo 0 (0%) 28 (84,8%) 9 (90%)
Total 20 33 10

A imunofenotipagem por citometria de fluxo é utilizada para identificar
fenotipos alterados. O antigeno CD5 é expresso comumente em linfocitos T, e a

expressdo deste antigeno em células B pode ser referida como um fenétipo aberrante,
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entretanto uma pequena populagio normal de células B CD5+ pode existir (KUPPERS et
al., 2005).

E caracteristicamente presente em LM (BARRY, 2002) que acompanhado da
presenca de CD20 e imunoglobulina de superficie (IgM) de intensidade moderada a forte,
auséncia ou fraca intensidade de CD23 e FMC7 positivo diferencia o LM de LLC. Em
contraste ao grupo dos LM, os LF e os LDGC geralmente apresentam negatividade para o
antigeno CD5 (CRAIG, 2008).

No presente estudo todas as 20 amostras do grupo diagnosticado como LM
apresentaram o antigeno de superficie CD5, o que estd de acordo com os dados da
literatura. Da mesma forma, a maioria das amostras do grupo de LF (84,8%) e do grupo
LDGC (90%) foram negativas para CD5 (KALEEM, 2006).

Embora raros, existem casos de LF que apresentam a expressdo do marcador
CDS5. Considerando que o LF € uma neoplasia originada a partir de células do centro
germinal e que a transformagdo para LDGC ocorre em um ter¢co dos casos, a presencga
deste fenétipo raro sugere a possibilidade de associacdo entre LF CD5+ com a
transformacdo neopldsica a linfomas de alto grau como por exemplo o LDGC CD5+
(MANAZZA et al., 2002). VASSALO et al., (2007) demonstraram através da PCR a
transformacdo de um LF em LDGC. Neste estudo, os autores reportaram um caso de LF
de grau 1 que sofreu transformacgdo a LDGC seis meses apds o diagndstico, sendo que
ambos os tumores expressavam CDS3, forte expressdo de CD20, CD79a, BCL-2, BCL-6.
Por outro lado, a expressdo de CD10 fortemente positiva na amostra inicial mostrou-se
fraca em LDGC.

De acordo com a freqiiéncia esperada, nossos resultados identificaram um caso

(6,7%) de LDGD com CD5 de superficie. Aproximadamente 10% dos LDGC expressam
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o antigeno CDS5, podendo constituir um subgrupo a parte associado a fatores clinicos
mais agressivos (YAMAGUCHI, et al., 2002). Os LDGC CDS5+, raramente estdao
relacionados com transformacdo neopldsica de sindrome linfoproliferativa B de baixo
grau (Sindrome de Richter) (CRAIG, 2008; SWEERDLOW, 2008).

Uma vez que a expressdo de CD5 pode ocorrer em células B normais e de forma
varidvel nas células neopldsicas, ndo deve ser avaliada isoladamente e sim em associacdo
com outras anormalidades como alteracdes de cadeias leves e/ou intensidade antigénica
de outros marcadores (CRAIG, 2008).

A avaliacdo dos antigenos CD10, CD20 e BCL2 baseou-se na intensidade média
de fluorescéncia destes marcadores nos diferentes grupos. A molécula de CD10 é uma
glicoproteina de membrana de 100-kDa expressa em uma variedade de células
hematopoiéticas normais como as células B imaturas de MO, do centro germinal,
timdcitos corticais e neutréfilos maduros. Em contrapartida, este marcador também esta
presente em células neopldsicas, incluindo a Leucemia Linfoblédstica Aguda B (LLA-B),
Linfoma Linfobladstico B (LL-B), Linfoma de Burkitt, LF, assim como em parte dos
LDGC (ALMASTRI, 1998).

Em linfonodos reativos ocorre hiperplasia folicular, com aumento do nimero de
foliculos secundérios. Células B normais do centro germinal, denominadas de centrdcitos
e centroblastos, presentes na por¢do central do foliculo secunddrio dos linfonodos e
tonsilas sdo freqiientemente conhecidas por expressarem CD10, enquanto que células de
outras dreas incluindo zona do manto e paracorticais ndo o expressam (WEISS, 2008).

No presente estudo os espécimes clinicos obtidos de linfonodos de 10 pacientes
com hiperplasia reacional mostrou que todas as amostram apresentaram alguma

expressao de CD10 com média de intensidade de 23,8 (£16,4).
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Para as neoplasias maduras de LF e LDGCB a expressdo de CD10 foi positiva
em 36 amostras (92%) e 11 amostras (90%) com médias de intensidade de fluorescéncia
de 110,69 (+£92,3) e 135,79 (£96,64), respectivamente. Das 20 amostras de LM todas

foram negativas para CD10 (7,1943,95) (Figura 9).

Intensidade média de fluorescéncia de CD10
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Figura 9: Representacio grafica da intensidade média de fluorescéncia do antigeno CD10
nos diferentes grupos avaliados. FL: linfoma folicular, LDGC: linfoma difuso de grande célula B, LM:
linfoma da zona do manto. HR: hiperplasia reacional. Letras iguais representam diferengas ndo
significativas.

A comparagdo da intensidade de expressdao de CD10 entre os grupos de LF e
LDGC em relacio ao grupo de HR mostrou diferenca estatisticamente significante
(p<0,05). Conforme esperado, os grupos LDGC e LF apresentaram intensidade de
expressdo de CD10 maior que o grupo de LM (p<0,01) (Figura 9). Desta forma os
resultados deste trabalho corroboram a utilidade da avaliacdo da expressdao de CD10 na
diferenciacdo entre células B normais de células B neopldsicas.

A partir da avaliacdo de co-expressdo de CD10 e BCL2 € possivel identificar a
populacdo neopldsica (KALEEM et al., 2006), uma vez que as células normais do centro

folicular ndo apresentam BCL2 (Figura 10) (CORNFIELD et al., 2000).
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Figura 10: Histograma de dois parametros demonstrando um caso de sindrome
linfoproliferativa B: Linfoma nao Hodgkin B, tipo folicular. Nas células em verde padrdo normal de
expressdo em células do foliculo normais, e em vermelho as células neopldsicas. A) Andlise da expressdo
de BCL2; B) Andlise da expressio de CD10; C) Andlise da expressio de BCL2 versus CDI0,
demonstrando a coexpressao andmala (seta) destes antigenos celulares nas células neoplasicas.

No grupo de pacientes com LF avaliados no presente estudo, a co-expressao
aberrante de CD10 e BCL2 foi observada em 36 amostras (92%). Contudo, em duas
amostras de MO, apesar da relacdo entre as cadeias leves kappa e lambda terem mostrado
valores dentro da faixa de referéncia, foi detectada uma populacdo alterada (0,9% e 1,1%
de células). Entretanto, deve existir cautela nestes casos, ao afirmar a presenca de células
neopldsicas de LF. Cook, et al. (2003) enfatizaram em seu trabalho que a presenca de
uma pequena populacdo (<2% dos eventos totais B) de células CD10 positivo com
expressdo aumentada de BCL2 pode ocorrer em linfonodos e em bidpsia de tecidos
s6lidos normais.

Geralmente as HR contém duas populacdes de células B (Figura 11). A primeira
populacdo expressa moderada intensidade de CD20 sem expressio de CDI0 e
correspondem as células do manto (ALMASRI, 1998). A segunda populagdo de células
corresponde as células do centro germinal com intensa expressdo de CD20 (GADOL,
1988). Desta forma, o CD20 parece uma ferramenta ttil na distin¢cdo entre células da

zona do manto e do centro germinal em populagdes celulares linféides B normais.
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Figura 11: Histogramas de dois parimetros demonstrando um caso de Hiperplasia
Reacional. A populacdo em verde representa as células da zona do manto e a populagdo em vermelho
células de centro germinal. A) Andlise da expressdo de CD20 moderada nas células do manto e forte nas
células do centro germinal; B) Auséncia de expressdo de CD5; C) Expressdo de CD20 versus CD10.

Se por um lado as células normais da regido do manto apresentam moderada
expressdo de CD20 a sua variante neopldsica (LM) geralmente apresenta uma intensa
expressao de CD20 associada a CD5 (Figura 12) (CRAIG, 2008). Nos vinte casos de LM

avaliados no presente estudo, todos apresentaram esta co-expressao: CD20++ CD5+.
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Figura 12: Histogramas de dois parimetros demonstrando um caso de Sindrome
linfoproliferativa B: Linfoma da Zona do Manto. A populacdo em verde representa os linfécitos T e a
populacdo em vermelho células neopldsicas. A) Forte expressdo de CD20 nas células neopldsicas; B)
Expressdo de CD5; C) Expressdo de CD20 versus CDS5, demonstrando a coexpressdo destes antigenos
celulares nas células neoplésicas.

Os resultados deste estudo demonstraram a presenca de CD20 nas células B de

todas as amostras avaliadas. Nas células reacionais dos linfonodos avaliados a
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intensidade média de fluorescéncia foi 539,5 (+209,23), nos LM foi de 591,5 (+235,9),
nos LF foi de 378,94(£161,14) e nos LDGC foi de 745,66(+468,9).

Apesar da utilidade do CD20 em diferenciar células normais, nio foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de linfoma com os de HR (Figura
13). Este fato se deve, provavelmente, a mistura de células do centro germinal (CD20

intenso) com células do manto (CD20 moderado) presentes nas amostras de BL

avaliadas.
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Figura 13: Representacio grafica da intensidade média de fluorescéncia do antigeno CD20
nos diferentes grupos avaliados. FL: linfoma folicular, LDGC: linfoma difuso de grande célula B, LM:
linfoma da zona do manto. HR: hiperplasia reacional. Letras iguais representam diferencas ndo
significativas.

A proteina de 26-kDa BCL2 estd envolvida no mecanismo de regulacdo da
apoptose. A expressdao de BCL2 varia largamente durante a diferenciacio normal das
células B (MENENDEZ et al., 2004). Células B normais do centro germinal, centrdcitos

e centroblastos, ndo apresentam a proteina BCL2. O aumento anormal da expressao deste
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antigeno pode ser observado em LF e em LDGC. Dados da literatura mostram que mais
de 90% dos LF expressam altos niveis de BCL2 (JONG, 2005).

O diagnoéstico diferencial entre LDGC e LB € dificil uma vez que estes linfomas
de alto grau podem apresentar caracteristicas morfoldgicas muito semelhantes. Neste
sentido, o BCL2 pode ser uma ferramenta valiosa no diagndstico diferencial destes
linfomas.

Os resultados deste trabalho demonstraram uma expressdo positiva de BCL2 em
todos os grupos avaliados, entretanto com variagdes de fluorescéncia. A IMF foi de 49,22
(£13,58), 265,93 (*186,24) e 196,02 (+128,91) e 111,39 (+63,77), nos casos de HR, LF,

LDGC e LM, respectivamente.
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Figura 14: Representacio grafica da intensidade média de fluoresceéncia do antigeno BCL2
nos diferentes grupos avaliados. FL: linfoma folicular, LDGC: linfoma difuso de grande célula B, LM:
linfoma da zona do manto. HR: hiperplasia reacional. Letras iguais representam diferencas ndo
significativas.

A IMF de BCL2 das amostras de LF mostrou diferenca estatisticamente

significativa (p<0.01) em relag@o aos grupos HR e LM (Figura 14).



59

Menendez et al. (2004) demonstraram em seu trabalho a utilidade da avaliacdo
da expressio de BCL2 a partir do estudo de células B normais e suas similares
neopldsicas. Concluiram que os LF com translocacdo t(14;18) e os linfomas MALT sdo
os Unicos grupos que apresentam o super expressdo de BCL2 de maneira constante. De
maneira geral ndo hd super expressio de BCL2 em Linfoma de Zona Marginal Esplénico
(LZME), Linfoma de Burkitt e Mieloma Muiltiplo (MENENDEZ, 2004). Nossos
resultados corroboram aos da literatura, demonstrando a super expressdo de BCL2 nos
LF.

A pesquisa da translocacdo t(14; 18) foi realizada nas amostras diagnosticadas
com LF e LDGC através de parametros citomorfolégicos e imunofenotipicos. Das 53
amostras enviadas para diagndstico, em 46 (87%) a quantidade de material foi suficiente
para obtencdo de DNA (Tabela 12). As demais sete amostras apresentaram material
insuficiente.

Devido ao fato das amostras terem diferentes origens e serem colhidas por
procedimentos distintos, as quantidades recebidas em 13% dos casos permitiram apenas

os estudos citomorfolégicos e imunofenotipicos.

Tabela 12: Numero e tipo de amostras de linfoma submetidas a reacio de

PCR.
MO SP BL PAAF LA LCR LPI LPe  Total
LF 11 4 12 8 0 1 0 0 36
LDGC 1 1 2 2 1 1 1 1 10

* medula 6ssea (MO), sangue periférico (SP), bidpsia de linfonodo (BL), pung¢do aspirativa por agulha fina
(PAAF), liquido ascitico (LA), liquido pericardico (LPe.), 1 de liquido pleural (LPl.) e liquido
cefalorraquidiano (LCR).
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As reacOes de PCR foram realizadas utilizando iniciadores complementares as
regides: MBR; 3’MBR; mcr e JH como proposto por Evans e colaboradores (2003).
Como controle positivo foi utilizado DNA das linhagens celulares DOHH2 (MBR);
K231(3’MBR) e OZ (mcr) nas reagdes de amplificacdo. As amostras de pacientes que
nio apresentaram amplificacdo, foram submetidas a amplificacdo do gene de beta actina
humana.

A amplificacdo dos pontos de quebra MBR1 e MBR2 na amostra padrio

DOHH2 mostrou o fragmento esperado de ~200pb (Figura 15).

200pb

Figura 15: Padronizaciao da reacio de PCR na detecciao da regiao MBR/JH. Eletroforese em
gel de agarose 1,5% corado pelo brometo de etideo revelando os produtos de amplificacdo do ponto de
quebra MBR utilizando-se diferentes tampdes e potencializadores na preparagdo da reacdo de PCR. M:
marcador de peso molecular (100pb ladder); 1 a 6 diferentes tampdes e potencializadores.

Para determinacdo da sensibilidade dos iniciadores MBR1 e MBR2 foram
realizadas reconstituicdbes de DNA humano negativo com diferentes concentracdes de

DNA da linhagem celular DOHH2 na reagao (Figura 16).
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200pb—p

Figura 16: Sensibilidade dos iniciadores MBR1 e MBR2 /JH. Eletroforese em gel de
poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata revelando os produtos de amplificacdo da regidio MBR
utilizando-se diluicdes seriadas de DNA da linhagem (DOHH2) (controle positivo) na presenga de 200ng
de DNA humano normal (controle negativo). M: marcador de peso molecular (100pb ladder); 1: 20ng de
DNA de DOHH2; 2: dilui¢do 1/10; 3: diluigdo 1/100; 4: dilui¢do 1/1.000; 5: dilui¢do 1/10.000; 6: Controle
negativo.

Nas condi¢gdes experimentais foi possivel detectar o fragmento esperado até na
diluicdo de 1/1.000. Dados da literatura mostram que a PCR apresenta melhor
sensibilidade analitica (10'3 a 10'4), quando comparado a citogenética convencional (10'1)
e a hibridizagdo in situ FISH (10™ -107) (GU, 2008).

Se por um lado a PCR se apresenta como um teste muito especifico
analiticamente e que pode ser realizado em poucas horas, sua sensibilidade diagndstica
varia de 65% a 70% na determinacdo das translocagdes presentes neste tipo de rearranjo.
A metodologia de FISH possui maior sensibilidade diagndstica, podendo detectar
virtualmente todos os pontos de quebra BCL2/IgH, para os quais se tenha as sondas
especificas. Contudo, sua sensibilidade analitica € inferior a da PCR e custo médio cerca
de 10 vezes mais elevado (GU, 2008).

No presente estudo, dos 29 pacientes com diagndstico de LF e dos 10 com

diagnéstico de LDGC em 19 (65,5%) e 3 (30%) respectivamente, detectou-se o produto
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de amplificacdo esperado de 200 pb relativo a translocagdo t(14;18) evidenciando o ponto

de quebra MBR nestas amostras (Figura 17).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

200pb——»

Figura 17: Deteccao do ponto de quebra MBR/JH em amostras de pacientes. Eletroforese
em gel de poliacrilamida a 8% corado com nitrato de prata demonstrando a detec¢do da amplificagdo do
ponto de quebra MBR em amostras de pacientes com LF ou LDGC. M: padrao de peso molecular (DNA de
PuC digerido com Hae III); 1: Controle positivo (DOHH2); 5, 6, 8, 10: pacientes positivos; 2, 3, 4, 7, 9:
pacientes negativos; 11: Controle negativo.

A translocacao t(14;18) é uma das anormalidades citogenéticas mais bem
caracterizadas em doencas linfoproliferativas B periféricas, sendo detectivel em
aproximadamente 90% dos LF e 20% dos LDGC dependendo do teste diagndstico
utilizado (EVANS et al., 2003). Segundo Barrans (2003), em linfoma folicular a detecc¢ao
de pontos de quebra em MBR varia de 40 a 79% enquanto que em mcr este percentual
varia de 5 a 10%. No presente estudo o ponto que quebra em MBR foi verificado em
65,5% dos casos de LF em 30% dos casos de LDGC.

Considerando a complexidade genética do rearranjo BLC/IgH devido e a
existéncia de pontos de quebra ndo detectdveis pela PCR, a utilizacio de métodos
combinados é aconselhdvel no diagndstico diferencial de doencas linfoproliferativas.
Desta forma, para a definicdo dos casos em que nao foi possivel detectar a translocacao
seria importante a avaliagdo utilizando uma técnica molecular secundéria que eliminasse

a possibilidade de falsos negativos, como o teste de FISH que apresenta maior

sensibilidade diagndstica, quando comparado a reacdo de PCR.
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Ao contrério da reacdo da PCR para deteccdo do ponto de quebra MBR, as
estratégias de amplificagdo para identificar sub-regides associadas aos pontos de quebra
entre 3’MBR e mcr ndo mostraram resultados consistentes. Mesmo testando os
iniciadores em conjunto e separadamente em diferentes temperaturas de ligagcdo, tampdes
e potencializadores comerciais, diferentes concentracdes de MgCl2 e presenca de
adjuvantes (DMSO e BSA) para diminuicdo de amplificacdo inespecifica, os padrdes
gerados foram muito complexos e ndo mostraram de forma clara o fragmento esperado de
800pb para a amostra K231 e 350pb para a amostra OZ, controles positivos para as
regides 3’MBR e mcr, respectivamente. Segundo Barrans (2003), os protocolos de
amplificacdo dos pontos de quebra em 3’MBR e mcr parecem ndo estar bem validados e
sdo de dificil execucdo. Em nosso estudo ndo foi possivel a padronizagdo da amplificacio
destes pontos de quebra devido a elevada complexidade do padrio de bandas.

Ap6s intimeras tentativas de padronizacdo, foi avaliada a especificidade dos
iniciadores 3’MBR e mcr através de um alinhamento utilizando a ferramenta Blastn

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Os resultados mostraram que os iniciadores

alinharam com 100% de identidade com o gene que codifica a proteina BCL-2, mas
também mostraram alinhamento com vérios outros genes constitutivos.

Utilizando DNA obtido de amostras controle negativo observou-se a
amplificacdo de um complexo padrdo de bandas sugerindo que estes iniciadores
recomendados pelo protocolo BIOMED-2, para amplificacdo dos pontos de quebra em
3’MBR e mcr, necessitam ser reavaliados.

Embora a pesquisa da translocacdo t(14;18) ndo seja obrigatéria para o
diagnédstico dos LF e LDGC este método pode ser muito util nos casos em que as

caracteristicas citomorfolégicas e/ou imunofenotipicas ndo sdo as tipicas. As dificuldades
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em diagnosticar malignidades linfoproliferativas ocorre em 5-10% dos casos (VAN

DONGEN et al., 2003). Para o diagndstico diferencial entre as neoplasias linféides

atipicas de células B as técnicas de pesquisa molecular sdo de grande valia (GU, 2008).
No presente estudo foram observados os fenétipos menos freqiientes em seis

casos (Tabela 13).

Tabela 13: Comparaciao entre os resultados com fenotipo nao tipico e
presenca da t(14;18)/ ponto de quebra em MBR.

Caso Sexo/ Material Fendétipo nao tipico Diag. Diferencial t(14;18)/
Idade MBR
1 M/69 MO K+CD5+CD23+CD10+ BCL2+ LF/LM/LLC +
2 F/83 BL L+CD5(-)CD23(-)CD10(-)BCL2+ LF/LNH-B +
3 F/36 PAAF K+CD5(-)CD23(-)CD10(-)BCL2(-) LFt.*/ LNH-B +
4 M/61 BL L+CDS-/+CD23(-)CD10-/+ BCL2++ LF/LM +
5 F/66 BL L+CD5+CD23(-)CD10(-)BCL2++ LF/LM +
6 M/44 SP K+CD5+CD23+CD10+ BCL2+ LDGC/LM blast. +
* LFt.: Linfoma Folicular transformado.

Dos 39 casos de linfoma estudados, 6 casos (15%) apresentaram fendtipo
atipico e foram classificados como provaveis LF ou LDGC através dados
citomorfolégicos e imunofenotipicos, entretanto com possibilidade de outros diagndsticos
diferenciais conforme detalhado na tabela 13. O estudo destas amostras através da PCR
revelou a presenca do fragmento amplificado de 200pb relativo a t(14;18)/MBR,
confirmando o diagndstico preliminar nos seis casos.

Estes resultados demonstram a importancia da PCR como método adicional no

diagnéstico diferencial de linfomas.
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Conclusoes
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4. Conclusoes

A imunofenotipagem por citometria de fluxo, a partir da medida de dispersdo frontal da
luz (FSC) associada a caracteristica de tamanho celular, através de um indice obtido pela
relacdo entre o tamanho (FSC) da célula neoplédsica e de pequenos linfécitos T,

identificou as células neopldsicas do grupo de amostras diagnosticadas como LDGC.

A caracterizagd@o da restri¢do de cadeias leves da imunoglobulina demonstrou a presenga
de monoclonalidade em 96,4% dos casos estudados semelhante a freqiiéncia referida na

literatura;

A avaliacdo conjunta da expressdo dos antigenos CD5, CD10, CD20 e BCL2 fornece
informacdes importantes para a classificacdo do tipo de linfoma, assim como da presenga

da alteracdo molecular t(14;18) associada aos LF e LDGC;

Em dois casos onde a infiltracdo medular por células com fenétipo alterado foi menor que

2% a PCR confirmou a infiltragdo neoplésica;

Seis casos (15%) no qual se interrogou a classificacio do tipo de LNH pela
citomorfologia e a imunofenotipagem como sendo provaveis LF, foram confirmados pela
PCR através da identificacdo da translocagdo t(14;18), revelando a importancia desta

metodologia no diagndstico especifico.

A freqiiéncia da translocacdo t(14;18) observada nos casos de LF e LDGC avaliados no

presente estudo foi semelhante a freqiiéncia referida na literatura;

A PCR mostrou-se uma ferramenta adequada para confirmacdo do diagndstico de

linfoma, a partir da detecg@o da translocagdo t(14;18) nas amostras estudadas;

O protocolo BIOMED-2 ndo permitiu a deteccdo dos pontos de quebra 3’MBR e mcr

referentes a translocacdo t(14;18).
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ANEXO A Termo de consentimento e informacao

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Departamento de Microbiologia e Parasitologia
Centro de Ciéncias Bioldgicas - Divisdo de Imunologia
88049-900, Campus Universitario, Florian6polis, SC, Brasil

PROJETO DE PESQUISA: COMPARACAO ENTRE AS TECNICAS DE
IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO E REACAO EM CADEIA
DA POLIMERASE NO DIAGNOSTICO DOS LINFOMAS FOLICULAR E DIFUSO
DE GRANDE CELULA B

RESPONSAVEL: Prof. Dr. Mirio Steindel

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Os Linfomas ndo Hodgkin sdo neoplasias malignas, que resultam da
multiplicacdo descontrolada de células derivadas de linfécitos T ou B que se acumulam
principalmente nos linfonodos e bago. A apresentacdo dos sintomas estd associada ao
local de acometimento da doenca e extensdo. Devido ao rdpido crescimento destes
tumores, o diagndstico e tratamento devem ocorrer o mais rapido possivel.

Este projeto pretende melhorar o diagndstico dos Linfomas ndo Hodgkin
proporcionando um tratamento mais rdpido e eficaz. A sua participagdo neste estudo é
muito importante e vocé ndo terd que pagar nada. Vocé estd sendo convidado a fazer

parte deste estudo juntamente com muitas outras pessoas.

PROCEDIMENTO

Se vocé concordar com a participagdo, deverd autorizar a utilizacdo do sangue
e/ou da medula 6ssea que serd utilizado para testes para fins de pesquisa. Serd utilizada

apenas uma pequena quantidade do material coletado para o diagndstico e nada mais.
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Nao haverd qualquer outro procedimento que possa ocasionar desconfortos para o
participante a ndo ser o desconforto da picada da agulha que coletard o sangue e/ou
medula 6ssea. O beneficio deste estudo ndo serd imediato, porém fornecerd informacdes a
pesquisadores sobre qual € o tipo de linfoma que o paciente apresenta e baseado nisto

poderio ser desenvolvidos novos tratamentos para a doenca.

PARTICIPACAO E CONFIDENCIALIDADE

A participagdo dos pacientes neste estudo é confidencial e nenhum nome serd
divulgado em qualquer tipo de publicacio.

A participacdo neste estudo é voluntdria. Caso o (a) senhor (a) ndo queira
participar, isto ndo influenciard o tratamento que vocé tem recebido.

Pense bem, faca a pergunta que desejar e esclarega suas ddvidas.

Todos os itens deste termo de consentimento e informagdo serdo cumpridos e
respeitados pelos pesquisadores envolvidos.

Se vocé tiver alguma ddvida ou mesmo depois de assinar este documento nao
quiser mais participar desta pesquisa, pode entrar em contato com qualquer um destes
pesquisadores abaixo, comunicar sua decisdo e vocé serd excluido da pesquisa:

- Prof. Maério Steindel - Universidade Federal de Santa Catarina — Fone: 331-
5163

- Renata da Silva — Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado de santa

Catarina (HEMOSC) — Fone: (48) 251-9718 ou 84085515

CONSENTIMENTO

Eu recebi uma cépia e li (ou leram para mim) as informacdes acima descritas.
Foram explicados todos os procedimentos deste estudo. Sei que posso perguntar o que
desejar e compreendo exatamente que o sangue e ou medula dssea serdo utilizados para

realizar as pesquisas sobre esta doenca. Sei também dos possiveis desconfortos e
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beneficios com a participacdo neste estudo. Sou livre para autorizar ou ndo, a minha

participacao neste estudo.

DECLARACAO

Declaro estar ciente das informagdes ora prestadas, tendo lido atentamente
e concordado com o todo teor.

Florian6polis/SC, de de 20__.

Assinatura do Paciente ou Responsdvel

Nome completo do
paciente:

Nome
Responsdvel:

RG:
CPF:

Assinaturas:

Pesquisador responsdvel

Prof. Dr. Mario Steindel

Pesquisador principal

Renata da Silva



