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RESUMO:

Introducgdo: Linfomas Double-Hit (LDH) s&do neoplasias de alto grau raras,
caracterizadas pela translocacdo do gene MYC concomitante a translocacéo
envolvendo os genes BCL2 e/ou BCL6, cujo diagnostico depende da realizagao de
exame citogenético, técnica de baixa disponibilidade e elevado custo. Diante disso,
tem-se valorizado a identificacdo de fatores morfolégicos e/ou imunofenotipicos que
tenham associagdo com a detecgdo de tais translocagdes diagndsticas. Objetivos:
Identificar pacientes portadores de LDH em casuistica de linfomas Nao-Hodgkin de
alto grau e avaliar as associagdes entre o0s resultados citogenéticos
imunoistoquimicos (IHQ) relativos aos marcadores MYC, BCL2 e BCL6. Material e
Métodos: Procedeu-se revisao clinico-morfolégica de 120 pacientes com diagndéstico
de linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) e linfoma de Burkitt (LB), com
confecgdo de plataforma de tissue microarray (TMA) para realizagdo IHQ (CD20,
CD79a, PAX5, CD10, BCL6, BCL2, MUM1, TDT e c¢-MYC) e hibridagdo por
fluorescéncia in situ (FISH) para detecgao de translocagdes dos genes c-MYC, BCL6
e BCL2. Resultados: Detectaram-se trés pacientes portadores de LDH: dois com
translocacdes de MYC e BCL2 e um com translocacdes de MYC e BCL6, todos
evoluindo para 6bito em menos de seis meses. Entre 90 amostras com citogenética
avaliavel, houve associagédo entre IHQ e FISH para MYC (p=0,036) e BCL2
(p=0,001), com concordancia regular indicada por valores de Kappa de 0,23
[0,0;0,49] e de 0,35 [0,13;0,56], respectivamente. No grupo de LDGCB (n=72), as
translocacdes envolvendo individualmente os genes MYC, BCL6 e BCL2
representaram 4,1%, 12,5% e 15,2%, respectivamente, sendo a morfologia de céu
estrelado fortemente associada a detecgao de translocagdes do gene MYC (p=0,01).
Concluséao: A deteccado de apenas trés pacientes portadores de LDH na casuistica
estudada, todos com evolugdo para Obito, corrobora a raridade e agressividade
dessa neoplasia. O padrao morfolégico “céu estrelado” e as expressdes por IHQ de
MYC e BCL2 representam possiveis selecionadores de candidatos a realizagdo da
complementagdo diagnéstica por FISH, contudo estudos mais amplos ainda séo
necessarios, visando a padronizagcdo de critérios interpretativos da IHQ desses

marcadores e o entendimento de suas influéncias no prognéstico dos pacientes.
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Abstract




ABSTRACT:

Background: Double-Hit Lymphomas (DHL) are rare high-grade neoplasms
characterized by the translocation of gene MYC to other translocations involving
genes BCL2 and/or BCL6, whose diagnosis depends on the cytogenetic
examination, a technique with low availability and high cost. Therefore, it has been
valued the identification of morphologic and/or immunophenotypic factors that have
association with the detection of those translocations. Objectives: To identify DHL
patients in group of high grade non-Hodgkin lymphoma (NHL-B) and evaluate the
associations between the cytogenetic and immunohistochemical (IHC) results for the
MYC, BCL2 and BCL6 markers. Design: Clinical and morphological review of 120
patients diagnosed with diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) and Burkitt
lymphoma (BL) was proceeded, with production of a tissue microarray platform
(TMA) to perform IHC (CD20, CD79a, PAX5, CD10, BCL6, BCL2, MUM1, TDT and
c-MYC) and fluorescence in situ hybridization (FISH) for detection of c-MYC, BCL2
and BCL6 gene translocations. Results: Three patients with DHL were detected: two
with translocations of MYC and BCL2 and one with translocations of MYC and BCLS6,
all leading to death in less than six months. Among 90 cytogenetically evaluable
samples, associations were determined between IHC and FISH for MYC (p=0.036)
and BCL2 (p=0.001), though with regular compliance testing, indicated by Kappa
value of 0.23 [0.0;0.49] and 0.35 [0.13;0.56], respectively. In the DLBCL group
(n=72), MYC, BCL6 and BCLZ2 translocations were present in 4.1%, 12.5% and
15.2%, respectively. “Starry sky” morphology was strongly associated with MYC
positivity (p=0.01). Conclusion: The detection of only three DHL patients in this
series, all evolving to death, confirms the rarity and aggressiveness of this neoplasm.
The morphological pattern "starry sky" and the expression by IHC of MYC and BCL2
can represent possible selection factors for the FISH additional diagnostic testing, but
larger studies are still needed in order to standardize interpretative criteria for IHC of

this markers and the understanding of its influence on the prognosis of patients.
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REVISAO DA LITERATURA

Linfoma €& a neoplasia maligna caracterizada pela proliferagdo clonal de
linfécitos B ou linfocitos T ou células natural killer, maduras ou imaturas, em
diferentes fases de diferenciagéo(”. Classicamente, os linfomas sado divididos em
dois grandes grupos, Hodgkin e Nao-Hodgkin, devido a diferengas morfologicas e
clinicas®. Em 1832, Thomas Hodgkin, fisiologista e patologista inglés, descreveu as
manifestacdes clinicas e as alteracbes macroscopicas da doenga em sete autopsias,
denominando-a de “doenga dos génglios absorventes™®. O principal LNH é o
Linfoma Difuso de Grandes Células (LDGCB)“*™.

As estimativas do projeto Globocan, realizado pela International Agency for
Research on Cancer (IARC) em 184 paises no ano de 2012, revelaram que a
incidéncia de LNH foi de 385.741 casos, tendo sido registrados, aproximadamente,
199.000 6bitos por essa doenca®. No Brasil, conforme o mesmo estudo, os LNH
somaram 9.215 casos novos e 5.012 6bitos®. Para o ano de 2014, o Instituto
Nacional do Cancer (INCA) divulgou estimativa de 9.790 casos novos de LNH no
pal's(g). Nos ultimos 25 anos, constatou-se elevagdo das taxas mundiais de
incidéncia do LNH, sendo que o aumento no numero de imunodeprimidos, por
exemplo individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), pode
ter contribuido para esse cenario epidemiolégico”o).

Os sistemas de classificacdo, na pratica médica, permitem a juncédo dos
elementos morfolégicos e clinicos, conduzindo a uniformizacdo da linguagem,
facilitando o entendimento das doencas e o estabelecimento, aplicabilidade e
validagdo dos protocolos terapéuticos. Neste contexto, periodicamente, a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) publica a WHO Classification of Tumors of
Haematopoietic and Lymphoid Tissues, sendo sua ultima edi¢ao no ano de 2008,
Os critérios diagnosticos, sempre alicergados em fundamentos clinicos, morfoldgicos
e imunofenotipicos, estdo, cada vez mais, englobando novas fronteiras do
conhecimento, representados pelos estudos de genética molecular. Este amplo
conjunto de ferramentas permitiu, nos ultimos anos, a percepcao da complexidade
inerente ao grupo das neoplasias hematoldgicas exemplificada pela mimetizagcéo de
padrées morfolégicos ou pelas possibilidades de transformagéo levando a maior
agressividade, ou ainda pela existéncia de subclones tumorais coexistentes aos

clones principais 12
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A classificacdo publicada em 2008 sedimentou os principais avangos dos
ultimos 20 anos e reforgou a necessidade de investigacbes em determinados
subgrupos de linfomas. Os principais exemplos sdo aqueles pacientes com LDGCB
e que exibem padrbées morfolégicos, imunofenotipicos e, por vezes citogenético, de
Linfoma de Burkitt (LB), e aqueles pacientes com linfomas de mediastino exibindo
achados intermediarios entre LDGCB e LH. Tais situagbes foram designadas de

“zona cinzenta”®.

Nesse panorama, incluiram-se duas entidades provisorias:
Linfoma de Células B, inclassificavel, com caracteristicas intermediarias entre o
Linfoma Difuso de Grandes Células B e o Linfoma de Burkitt (LBI/LDGCB/LB) e
Linfoma de Células B, inclassificavel, com caracteristicas intermediarios entre o
Linfoma Difuso de Grandes Células B e o Linfoma de Hodgkin Classico

(LBI/LDGCB/LHc)®>™).
Linfomas Nao-Hodgkin (LNH): patogénese, clinica e tratamento

Os LNHs sdo um grupo heterogéneo de malignidades originadas no tecido
linfoide, fundamentadas em alteragdes genéticas, ocorridas durante o processo de
diferenciacao linfocitaria, as quais conduzem a proliferagdo descontrolada de um
clone neoplasico”. O processo de diferenciacéo de linfécitos B, iniciado na medula
O0ssea e concretizado nas estruturas linfonodais, é bastante dinamico e engloba

(4 Esse contexto

estagios proliferativos, recombinantes e de diferenciagao
representa um cenario propicio para a génese de anomalias na expressdao de
determinados oncogenes relacionados aos fendbmenos de proliferacao, diferenciagéo
e imortalizagao celular. A depender da etapa do ciclo maturativo do linfécito, as
alteragbes conduzem a padrdes neoplasicos distintos, determinando os subtipos dos
linfomas”.

Essas neoplasias, quando sintomaticas, manifestam-se em trés formas
principais cujo conjunto é denominado de sintomas “B”: febre inexplicavel acima de
38°C, sudorese noturna profusa, e perda inexplicavel e superior a 10% do peso nos
seis meses precedentes ao diagnédstico. Diferentemente das neoplasias sodlidas, o
estadiamento dos linfomas reune numerosas informacdes clinicas as quais estao
protocoladas num sistema chamado Ann Arbour/American Joint Committee.
Segundo esse protocolo, as neoplasias hematopoéticas linfoides sdo assim

estadiadas: estadio | quando ha envolvimento de um linfonodo ou um grupo regional
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ou de apenas um sitio extranodal; estadio |l quando ha envolvimento de dois ou
mais linfonodos ou grupos regionais do mesmo lado do diafragma ou de um sitio
extranodal e seu correspondente grupo de linfonodo de drenagem; estadio Il
quando o envolvimento de linfonodos € em ambos os lados do diafragma podendo
estar associado ao envolvimento de um 6rgao extranodal adjacente a um linfonodo
ou do baco ou de ambos; estadio IV quando ha disseminacdo da doencga,
avangando a um ou mais 6rgaos extranodais (figado, medula 6ssea)com ou sem
associacdo com envolvimento nodal. A designacdo do estadio se acrescenta a letra
“‘A” na auséncia de sintomas e a letra “B” na presenga dos sintomas ja aqui
especificados"*1),

Os LNHs de maior agressividade biolégica s&o o Linfoma Difuso de Grandes
Células B (LDGCB), Linfoma Plasmablastico, Linfoma de Burkitt (LB), e os Linfomas
de Células B inclassificaves, inseridos na classificacdo da OMS em 2008719,

O atual protocolo terapéutico para os pacientes portadores de LDGCB inclui
rituximab adicionado a ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina e prednisona
(protocolo R-CHOP)"19 A inclusdo do rituximab, droga de acdo anti-CD20, foi
marcante para a melhora da sobrevida desses pacientes(zo). Contudo, mesmo com
avancgos terapéuticos, mais de 50% dos pacientes portadores de LNH-B agressivos
sd0 incuraveis”.

Outro aspecto importante em relacdo a agressividade biolégica dessas
neoplasias é deteccao de fatores mau progndsticos determinados pela idade igual
ou superior a 60 anos, estadio Ann Arbour Ill ou IV, mais de um sitio extranodal
acometido, status clinico do paciente comprometido e niveis de desidrogenase
lactica (DHL) elevados (acima de 300U/L)?@Y.

Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGCB)

O subtipo mais comum de LNH na populacédo adulta em paises emergentes e
em desenvolvimento é o LDGCB, correspondendo a 30-40% dos casos®”). Uma
parcela dos casos de LDGCB sao oriundos do fenédmeno da transformacao em que
um linfoma de baixo grau, por exemplo um Linfoma Folicular, passa por novos
eventos moleculares culminando em uma neoplasia de maior grau histolégico®??).

Crescimento acelerado de adenomegalias ou massas extranodais, exacerbacao de
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sintomatologia B, elevacdao de DHL e hipercalcemia sao sinais de alerta para
transformacéo'®.

A OMS define o LDGCB como a neoplasia de linfécitos B grandes, em padrao
difuso de crescimento, com tamanho nuclear igual ou excedendo o tamanho do
nucleo de um histiocito, ou ainda com tamanho nuclear duas vezes o tamanho do
ntcleo de um linfocito®. Esse padrdo de crescimento difuso, aliado aos linfocitos
neoplasicos grandes, denominados centroblastos e imunoblastos, é o critério
morfoldgico desta entidade™®. O perfil imunofenotipico do LDGCB é caracterizado
pela expressao de CD20, associada a positividade variavel dos marcadores CD10,
BCL6 e BCL2, com indice de proliferacdo celular elevado (entre 50-80%)®@°.

Na classificagdo da OMS-2008, o LDGCB foi subdivido em seis entidades
clinico-patolégicas-imunofenotipicas: LDGCB nao especificado (SOE), LDGCB rico
em células T, LDGCB Primario do Sistema Nervoso Central, LDGCB Tipo Perna,
LDGCB Epstein Barr Virus positivo do idoso e LDGCB associado a infecgao
cronica®?.

Este linfoma é considerado agressivo clinicamente, porém, com o advento de
novas terapéuticas e, em estadiamento clinico inicial, €& potencialmente
controlavel'®?). Contudo, sabe-se que remissdes duraveis sdo conseguidas por 40-
50% dos doentes®®). Essa estatistica fomentou a investigagdo de novos fatores
prognosticos, além daqueles ja descritos para a doencga, desta vez no ambito
molecular.

Neste contexto, Alizadeh et al (2000) definiram, com base em estudos de
perfis de expressao génica, dois subgrupos de LDGCB: o subgrupo com perfil de
células do centro germinativo (CGB) com origem nos linfécitos B da zona clara do
centro germinativo linfonodal, e o subgrupo com perfil de células pds-centro
germinativo ou células B ativadas (ABC), com origem em linfécitos B mais maduros,
ja com algum nivel de comprometimento com a diferenciacdo plasmocitaria®”.

Os LDGCBs classificados como CGB representam 45-50% dos pacientes, e
tém bom progndstico, com sobrevida livre de doenga em cinco anos em torno de 50-
60%. Além das analises de expressdo génica, verificaram-se, também, alteragdes
cromossOmicas. O perfil CGB exibe ganhos de 12q12; ja o perfil ABC exibe ganhos
de 3q e 18921-22 e perdas de 6q21-22. Recentemente, em revisdo sobre a
linfomagénese, Basso & Dalla-Favera (2015)"*) destacaram a participacdo das
translocacdes envolvendo os genes MYC e BCL2 na fisiopatogenia do LDGCB-CGB
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e a importancia da ativagédo da via do nuclear factor-kB (NF- kf3) com interrupg¢ao da
diferenciacéo terminal no LDGCB-CGB!"*

Hans et al (2004), por sua vez, propuseram estratégia de avaliagao
imunoistoquimica para deteccdo desses subgrupos descritos pelo perfil de
expressdo génica®. Usando-se os marcadores CD10, BCL6 e MUM-1, os autores
propuseram um algoritmo para definicdo desses perfis: o perfil CGB seria definido
pela positividade para CD10, ou pela positividade para BCL6 combinada a
negatividade para CD10 e MUM-1; o perfil ABC seria definido pela negatividade para
CD10 e BCL6 ou pela negatividade para CD10 associada a positividade para BCL6
e MUM-1¢®),

Além de Hans et al (2004)“®) outros grupos de autores como Choi et al
(2009)?), Visco et al (2012)®? e Meyer et al (2010)®" também propuseram
algoritmos  para deteccdo desses perfis moleculares por  estudo
imunoistoquimico®®?%3®_ Embora esses estudos consigam a definicdo de perfis
clinicos, etiopatogénicos e prognosticos distintos, a rotina pratica diagnéstica ainda
nao incorporou de forma plena esses conceitos, dada a variabilidade dos resultados
observados na proposicdo dos diferentes modelos de algoritmos (2233,

Além do estudo de expressdo génica, na ultima década, cresceram as
pesquisas relacionadas a identificacdo das translocacbes envolvidas com os
LDGCB®Y. Mais de 30% dos pacientes portadores de LDGCB apresentam
translocagdes envolvendo o gene BCL6, sendo esse o rearranjo mais comum nesse
linfoma®>3¢3") A translocacdo envolvendo o gene BCL2, que é fundamental na
génese do Linfoma Folicular, ocorre em 20-30% dos LDGCB®#®*)_E os rearranjos
envolvendo o MYC s&o observados em aproximadamente 10% dos casos® 13183439

Cabanillas (2011), em revisdo sobre a biologia dos linfomas, destaca avangos
na deteccdo dessas translocacdes®®®. Aproximadamente 20% dos casos em que se
verificou a translocacdo do gene MYC, houve simultaneidade de outra translocacao
envolvendo o BCL2 e/ou BCL6. Tais casos apresentavam indices de proliferagao
celular elevado e foram o estagio inicial dos estudos que levaram a proposicao da
categoria denominada de LDH que integra o grupo provisério LBI/LDGCB/LB®*.

Linfoma de Burkitt (LB)
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O Linfoma de Burkitt (LB) é a neoplasia hematolégica mais comum da
infancia, sendo potencialmente curavel. Ha trés variantes clinicas descritas. O LB
endémico ocorre no continente africano com pico de incidéncia entre quatro e sete
anos de idade. O LB esporadico acomete criangcas e adultos jovens, apresentando
média de idade do acometimento em torno de 30 anos. O LB associado a
imunodeficiéncia é a variante relacionada a infeccéo pelo HIV©?.

A associagao com a infecgdo pelo virus Epstein-Barr (EBV) é vista na maioria
dos pacientes portadores da forma endémica. Na forma esporadica e na forma
associada a imunodeficiéncia, o EBV ¢ identificado em até 30% e 40% dos casos,
respectivamente®4%4"),

A apresentagdo clinica da doenga ocorre frequentemente em sitios
extranodais. Ossos da face da regido orbitaria e mandibular sdo as topografias mais
relatadas na forma endémica. Ja na forma esporadica, o abdome é sitio comum,
com destaque para intestino, sobretudo na regido ileocecal. A forma relacionada a
imunodeficiéncia se diferencia pela predilecdo nodal com maior tendéncia a
envolvimento da medula 6ssea®*'*?  As trés formas exibem alto risco para
envolvimento do sistema nervoso central®?.

A morfologia do LB € caracterizada pela proliferacdo de linfécitos B
neoplasicos de médio tamanho, com nucleos similares ou menores do que aqueles
vistos nos histiocitos, em padrdo monomorfico e difuso de crescimento, com
frequentes figuras de mitose. Um aspecto caracteristico, porém nao patognoménico,
é a presenca de corpos apoptoticos determinando aspecto “céu-estrelado”#%4142),

O perfil imunofenotipico do LB é positividade para CD20, CD79a, PAXS5,
CD10 e BCL6, com negatividade para BCL2 e TDT. O indice de proliferacao celular
dessas neoplasias, avaliado pela marcagao imunoistoquimica do Ki-67, € acima de
90%, frequentemente chegando préximo dos 100% 42,

O LB tem sua origem patogénica em linfécitos B da zona escura do centro
germinativo que expressam de modo aberrante o gene MYC, cuja translocagéao é
visualizada em 100% dos casos dessa doenca, funcionando como um marcador
diagnostico. Além disso, em 70% dos pacientes, tem-se a ativagdo da via de
sinalizacdo PI3K. O conjunto desses fatores, aliados a outras alteragdes, como a
inativagdo de genes supressores tumorais, contribuem para a patogénese dessa

neoplasia'¥.
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A translocacdo envolvendo o gene MYC (89g24) ocorre com um de trés
possiveis loci de imunoglobulina (lg), podendo ser de cadeia pesada (IgH, 14q32)
ou, menos comum, de cadeia leve lambda (IgL, 22q11) ou kappa (IgK, 2p12).
Eventos secundarios também sao descritos em aproximadamente 30% dos casos,
sendo os de maior destaque os ganhos (1q, 7, 12, 13q) e deleg¢des (6q, 13q, 17p,
esta ultima relacionada com o gene TP53). Ganhos envolvendo os cromossomos 1 e
7 sao descritos em 20% e 10% dos casos respectivamente, apresentando
associacdo com piores prognosticos“?. Jaffe et al (2011)"®, em artigo de revisdo
sobre linfomas de alto grau, expde que o evento da translocagdo do gene MYC, no
LB, € um evento primario, sendo infrequentes outras anormalidades, caracterizando
perfil de cariétipo simples. Isso difere da complexidade cariotipica observada em
outros linfomas agressivos que tém essa translocacdo associada a outros
eventos('®).

A participacdo do gene MYC e do virus EBV na patogénese do LB esta bem
estabelecida, contudo novos fatores tém sido descritos para a compreensdo da

43)

biologia desse linfoma™®. Recentemente, Love et al (2012)“** descreveram 70

genes recorrentemente mutados no LB, com destaque para o ID3, regulador da
proliferagdo celular, o qual nao foi detectado em outros linfomas, como o LDGCB®¥,
O gene ID3 é um dos alvos do gene MYC. No contexto do LB, ocorre inibicdo da
atividade reguladora do gene ID3**#4%) com ativacdo permanente do gene TCF3,
indutor da via PI3K, proporcionando proliferacdo e manutencdo das células
neoplésicas(43). Observa-se que a mutagao do gene ID3 é restrita ao LB, de modo
que, embora LB e LDGCB se originem em células do centro germinativo, suas vias
patogénicas sao distintas, proporcionando doencas diferentes no ambito clinico,
morfoldgico, imunofenotipico e molecular®444%),

As formas endémicas e esporadicas do LB s&o bastante agressivas,
entretanto potencialmente curaveis. O uso de regimes quimioterapicos combinados
permitem taxas de cura em torno de 90% quando o diagndstico é realizado nos
estadios iniciais, e em torno de 60-80% quando o diagnéstico € realizado nos

estadios avangados“?.

Linfoma de Células B inclassificavel, com caracteristicas intermediarios entre
o Linfoma Difuso de Grandes Células B e o Linfoma de Burkitt (LBI/LDGCB/LB)

30



A distingdo do LB de outros linfomas de alto grau com padrao morfolégico
similar representa um desafio para patologistas'®). Durante anos, esses casos foram
denominados de Linfomas “N&o-Burkitt” ou “LB atipico” ou Linfoma “Burkitt-like”,
sobretudo quando acometia individuos mais velhos®''®. Dave et al (2006)“®
estudaram o perfil de expressao génica de portadores de LB e LDGCB, identificando
oitos casos em que a morfologia e imunoistoquimica eram controversos para o
diagnostico de LDGCB, e que o perfil génico era compativel com LB, com aumento
da expressao de MYC e diminuicdo dos produtos da via do NF-kB, confirmando a

4647) " Avaliagdes citogenéticas de casos similares

existéncia de situacoes limitrofes'
conduziram as investigagdes a deteccdo de cariotipos complexos, inclusive com
multiplos eventos de translocagdes envolvendo, separadamente, o gene MYC e o
gene BCL2. Além disso, esse padrdao molecular se mostrou associado a pior
progndstico e refratariedade aos esquemas terapéuticos tradicionais!'®2449:48)

Embasado por esses estudos, instituiu-se a categoria proviséria denominada
LBI/LDGCB/LB para representar esse grupo de linfomas agressivos, com
sobreposicao de aspectos morfologicos, imunofenotipicos e genéticos tanto de
LDGCB como de LB. Portanto, razdes biologicas e clinicas justificam a
recomendacado de n&o incluir esses tumores numa dessas duas entidades*?*9),

A morfologia dessas neoplasias hematopoéticas linfoides é caracterizada por
proliferacdo difusa de células de médio a grande porte, em meio a escassos
linfocitos maduros e escassa reacao estromal. Em grande parte dos casos, havera
um aspecto similar ao observado no LB, incluindo o padrdo em “céu estrelado”. Por
sua vez, ha cenarios em que se nota maior atipia e variagdo do tamanho nuclear,

tornando a lesdo menos monotona®“®

. Imunofenotipicamente, a neoplasia exibira
positividade para os marcadores pan-B, tais como CD19, CD20, CD22 e CD79a,
associada a expressado de CD10 e BCLG, e elevado indice de proliferacdo celular,
contudo apresentando variagéo entre 50% e 100%. A positividade para BCL2, neste
contexto, é bastante sugestiva desse diagndstico™*>4®).

O LBI/LDGCB/LB acomete individuos na faixa etaria adulta, entre 51 e 65
anos, sem distincdo de género, sendo raro em criangas e jovens(“g). O
comportamento clinico é agressivo, cursando com manifestagdes extra-nodais, como

13,42

infiltragdo de medula dssea e sistema nervoso central’**?. Esse grupo de linfomas

nao responde as drogas quimioterapicas usuais, nao tendo sido estabelecido um

protocolo terapéutico especifico para esses casos® '3,
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Do ponto de vista molecular, conforme publicacdo da OMS, em 2008,
aproximadamente 15% dos pacientes apresentam fendmeno de translocacao
envolvendo o gene MYC simultaneamente a outro evento de translocacgéo
envolvendo o gene BCL2 elou gene BCL6“®. A possibilidade desses eventos
aumenta conforme a idade, alcancando taxas superiores a 30% em individuos
idosos"*4®). Esses linfomas sdo denominados Linfomas Double-Hit (LDH) ou Triple-
Hit"*5) O restante dos casos de LBI/LDGCBI/LB representa um grupo heterogéneo
com detecgdo de translocagdo envolvendo o gene MYC em proporgado superior ao
observado nos LDGCB. Tais translocagées ocorrem entre o gene MYC e outros

genes nao relacionados a imunoglobulinas4%).
Linfomas Double-Hit (LDH)

Os Linfomas Double-Hit (LDH) sdo neoplasias de alto grau e agressivas as
quais exibem a translocacéo do gene MYC combinada a uma translocagao adicional
envolvendo outros genes como BCL2, BCL3, BCL6 ou CCND1. Atualmente, as mais
estudadas sdo aquelas envolvendo MYC em combinacdo a eventos relacionados
aos genes BCL2 ou BCL6 (Linfomas Double-Hit)*?). Ha raros casos de envolvimento
de trés genes (MYC, BCL e BCL6) em neoplasias denominadas Linfomas Triple-
Hit®152%%)  Esses pacientes, em geral, apresentam caridtipos complexos, com
multiplas anormalidades, contextualizando esse cenario de instabilidade génica(48).

Os aspectos clinicos e prognésticos do LDH sobrepbem-se aos descritos para
o LBI/LDGCB/LB. A agressividade biolégica dessas lesdes € exemplificada pela
maior propensao a infiltracdo de medula dssea e sistema nervoso central, além de
prognostico bastante reservado caracterizado por sobrevida global inferior a dois

anos®".

Os portadores de LDH se enquadram em outros critérios de mau
progndéstico como elevado indice de proliferagao celular, elevados valores de DHL,
acometimento de individuos acima da sétima década de vida e apresentacao clinica
ja em estadio avancado, além de mas resposta terapéutica aos esquemas
atuais(21'51’52'54).

O gene MYC (8g24) € um fator de transcricao regulador do ciclo celular,
estando relacionado a mecanismos de duplicacdo/reparo do DNA, estresse
metabdlico e tradugéo(13). Ainda que seu protagonismo com relacado a proliferagao

55)

esteja determinado®®, a sua importancia na fisiologia da formagdo do centro

32



germinativo ainda esta sendo compreendida!’**®

. Acredita-se que no inicio da
reatividade do centro germinativo, o MYC esteja induzindo a amplificagdo e a
transcricdo de outros genes que contribuirdo para os processos proliferativos dessa
reagao. Apos os primeiros dias, esse gene é inativado pela agao do BCL6, principal
regulador do centro germinativo'"**®. No LDGCB, sua deteccdo ocorre em
aproximadamente 10% dos casos®®®. No LB, sua agdo estimuladora de
proliferagdo e inibidora de apoptose é observada em todos os pacientes®”.

O gene BCL6 (3q) codifica a proteina BCL6 que participa da diferenciacao
dos linfécitos B do centro germinativo normal®®. Esse gene controla um programa
transcricional que facilita o ingresso das células precursoras B no centro germinativo
do foliculo. Sua expressao exerce efeitos moduladores e inibitérios sobre as reag¢des
do centro germinativo, contribuindo para sua formagdo e manutengdo. A
desrregulacdo desse gene esta associada a linfomagénese, sendo detectado em
30% dos LDGCB!"#47:55:57)

O gene BCL2 (18q) é codificador da proteina BCL2, que promove bloqueio da
apoptose celular”). Sua translocacao, frequentemente encontrada em pacientes com
Linfoma Folicular, esta presente em 45% dos casos de LDGCB e é marcador de
mau progndstico®**"%®) Recentemente, terapias alvo tém sido estudadas para esse
marcador, buscando-se o desenvolvimento de drogas antagonistas as fungdes do
BCL2®),

O LDH ¢é o principal elemento do grupo LBI/LDGCB/LB“3%¢) A acao
sinérgica dos genes envolvidos, sobretudo MYC, com efeito proliferativo, e BCL2,
com efeito anti-apoptotico, associados a outras alteragcdes moleculares podem
explicar a agressividade bioldgica dessa entidade!"®. Aukema et al (2011)"®), em sua
revisdo sobre LDH, propde que os linfomas B agressivos devam ser pesquisados por
técnica citogenética visando a identificacdo das translocagdes que envolvam pelo
menos o gene MYC!"®). BCL2 e BCL6 deveriam compor a investigacdo quando
houvesse expressao imunoistoquimica de CD10 e/ou BCL6 associada a positividade
para BCL2 e elevado indice de proliferacao celular™. Também nesse sentido de
selecionar casos para investigacao citogenética, Perry et al (2014)(19), Landsburg et
al (2014)®, Green et al (2012)®® estudaram a correspondéncia do uso da
imunoistoquimica para MYC, BCL2 e BCL6 com os resultados citogenéticos,
contudo observou-se dificuldade entre os autores para padronizagao dos valores
percentuais para definicdo de positividade!1%¢%61,

33



Os parametros atuais, sejam morfolégicos e/ou imunofenotipicos, sdo de
baixa reprodutibilidade e podem n&o traduzir efetivamente a detec¢ao das alteragbes
moleculares de MYC, BCL2 e BCL6. Essas translocagbes podem, também,
representar apenas parcialmente a complexidade molecular dessas neoplasias(13).
Os trés genes alvo, sobretudo MYC e BCLZ2, compartiham vias de atuacéo
relacionadas a apoptose e proliferacédo celular, as quais estdo sendo cada vez mais
estudas, inclusive, recentemente, com énfase na participacdo de microRNAs®?.

Neste contexto, Friedberg (2012)®), ao finalizar um relato de caso cujo
diagnostico era LDH, questiona sobre a necessidade da realizagdo da investigagao
citogenética das translocacgdes envolvendo MYC, BCL2 e BCL6 para todos os casos
de LDGCB®¥. A investigacdo dessa pergunta tem sido frequente. Inclusive com a
possibilidade da detecgcdo desses pacientes por imunoistoquimica(64). Zhang e
Aguillera (2014)(65), em revisao sobre a aplicacdo de imunoistoquimica em linfomas,
expoem as dificuldades na interpretacdo da positividade para MYC, BCL2 e BCLSG,
com percentuais para corte variando entre 40% e 50% da celularidade expressando
tais anticorpos®®. Conforme Friedberg (2012)®¥, a tendéncia é que a pesquisa
dessas translocacgbes, se possivel por técnicas citogenéticas, se torne rotina a
medida que essas informacbes comprovadamente se tornem relevantes para o
tratamento e progndstico®, o que pode ser detalhado por meio de relatos e

revisdes investigativas de casuisticas nos diferentes centros diagndsticos.
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Justificativa




JUSTIFICATIVA

Os linfomas sdo neoplasias malignas cada vez mais frequentes na populagao
de paises emergentes e em desenvolvimento, atingindo diferentes faixas etarias,
com caracteristicas clinicas e graus de agressividade diversos. Atualmente, o
tratamento clinico depende da definicdo da entidade e seus diferentes subtipos.

O linfoma mais comum na populagdo adulta € o LDGCB. Em 2008, como
consequéncia de estudos moleculares, definiu-se um novo subtipo de linfoma nao-
Hodgkin clinicamente agressivo, com caracteristicas intermediarias entre o LDGCB e
o LB, denominado de LBI/LDGCB/LB, os quais sdo, em parte, representados pelo
LDH. Esta rara entidade é definida pela presenca da translocacdo do gene MYC
combinada a outro evento de translocagédo envolvendo os genes BCLZ2 e/ou BCLE6.
Estes eventos moleculares somente podem ser constatados através do estudo
molecular, por exemplo, pela técnica de FISH.

Sabe-se que os LDHs sao biologicamente agressivos, carecendo de
protocolos terapéuticos bem definidos. Trata-se de neoplasias raras cuja concreta
identificacdo depende do emprego de técnicas moleculares, as quais apresentam
custo elevado e baixa disponibilidade em paises menos desenvolvidos. No Brasil,
nao ha relatos ou investigagdes sobre o LBI/LDGCB/LB, apesar da grande
incidéncia do LDGCB e relativa frequéncia do LB.

O presente estudo investigou a presenca desta nova entidade numa
casuistica de pacientes selecionados em dois grandes centros brasileiros de
referéncia oncoldgica, caracterizando-os do ponto de vista clinico, morfologico,
imunoistoquimico e citogenético. Os autores também investigaram as possiveis
associagdes entre os parametros clinicos, morfolégicos e imunofenotipicos com a
deteccao citogenética de translocacdes envolvendo os genes MYC, BCL2 e BCL6,
visando definir critérios para triagem de individuos que necessitem da
complementagdo diagnéstica com ferramentas moleculares. Na concepgao dos
autores, apos ampla revisédo da literatura, este é o primeiro estudo realizado no pais,

ampliando sua relevancia no cenario cientifico.
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Objetivos




OBJETIVOS

A)Gerais:

Identificar pacientes portadores de LDH com base na deteccéo de translocagao
envolvendo o gene MYC concomitante a translocagao envolvendo o gene BCL2 e/ou
BCL6.

B)Especificos:

-Caracterizar os pacientes portadores de LDH, LDGCB e LB conforme aspectos

clinicos, morfolégicos, imunofenotipicos e moleculares.

-Investigar a associagao entre os resultados da expressao das proteinas MYC, BCL2
e BCL6 por técnica imunoistoquimica com os resultados da deteccao das

translocacdes envolvendo esses genes pela técnica de FISH.

-Caracterizar os pacientes portadores de LDGCB e LB conforme os resultados
citogenéticos, buscando-se associacbes entre a deteccdo da translocagao

envolvendo o gene MYC e parametros clinicos, morfolégicos e imunofenotipicos.
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RESUMO

Introducgdo: Linfomas Double-Hit (LDH) s&do neoplasias de alto grau raras,
caracterizadas pela translocacdo do gene MYC concomitante a translocacéo
envolvendo os genes BCL2 e/ou BCL6, cujo diagndstico depende da realizagdo de
exame citogenético, técnica de baixa disponibilidade e elevado custo. Diante disso,
tem-se valorizado a identificacdo de fatores morfolégicos e/ou imunofenotipicos que
tenham associagdo com a detecgdo de tais translocagdes diagndsticas. Objetivos:
Identificar pacientes portadores de LDH em casuistica de Linfomas Nao-Hodgkin de
alto grau e avaliar as associagdes entre o0s resultados citogenéticos
imunoistoquimicos (IHQ) relativos aos marcadores MYC, BCL2 e BCL6. Material e
Métodos: Procedeu-se revisao clinico-morfolégica de 120 pacientes com diagndéstico
de Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGCB) e Linfoma de Burkitt (LB), com
confecgdo de plataforma de tissue microarray (TMA) para realizagdo IHQ (CDZ20,
CD79a, PAX5, CD10, BCL6, BCL2, MUM1, TDT e MYC) e hibridagdo por
fluorescéncia in situ (FISH) para detecgao de translocagdes dos genes MYC, BCL6 e
BCL2. Resultados: Detectaram-se trés pacientes portadores de LDH: dois com
translocacdes de MYC e BCL2 e um com translocacdes de MYC e BCL6, todos
evoluindo para 6bito em menos de seis meses. Entre 90 amostras com citogenética
avaliavel, houve associagédo entre IHQ e FISH para MYC (p=0,036) e BCL2
(p=0,001), com concordancia regular indicada por valores de Kappa de 0,23
[0,0;0,49] e de 0,35 [0,13;0,56], respectivamente. No grupo de LDGCB (n=72), as
translocacdes envolvendo individualmente os genes MYC, BCL6 e BCL2
representaram 4,1%, 12,5% e 15,2%, respectivamente, sendo a morfologia de céu
estrelado fortemente associada a detecgao de translocagdes do gene MYC (p=0,01).
Concluséao: A deteccado de apenas trés pacientes portadores de LDH na casuistica
estudada, todos com evolugdo para Obito, corrobora a raridade e agressividade
dessa neoplasia. O padrdo morfolégico “céu estrelado” e as expressdes por IHQ de
c-MYC e BCL2 representam possiveis selecionadores de candidatos a realizacao da
complementagédo diagndstica por FISH, contudo estudos mais amplos ainda sao
necessarios, visando a padronizagcdo de critérios interpretativos da IHQ desses

marcadores e o entendimento de suas influéncias no prognéstico dos pacientes.

Palavras-Chave: linfoma; linfoma nao-Hodgkin; citogenética; hibridizagdo in situ

fluorescente; imuno-histoquimica.

48



ABSTRACT:

Background: Double-Hit Lymphomas (DHL) are rare high-grade neoplasms
characterized by the translocation of gene MYC to other translocations involving
genes BCL2 and/or BCL6, whose diagnosis depends on the cytogenetic
examination, a technique with low availability and high cost. Therefore, it has been
valued the identification of morphologic and/or immunophenotypic factors that have
association with the detection of those translocations. Objectives: To identify DHL
patients in group of high grade non-Hodgkin Lymphoma (NHL-B) and evaluate the
associations between the cytogenetic and immunohistochemical (IHC) results for the
MYC, BCL2 and BCL6 markers. Design: Clinical and morphological review of 120
patients diagnosed with Diffuse Large B-cell Lymphoma (DLBCL) and Burkitt
Lymphoma (BL) was proceded, with production of a tissue microarray platform (TMA)
to perform IHC (CD20, CD79a, PAX5, CD10, BCL6, BCL2, MUM1, TDT and c-MYC)
and fluorescence in situ hybridization (FISH) for detection of c-MYC, BCL2 and BCL6
gene translocations. Results: Three patients with DHL were detected: two with
translocations of MYC and BCL2 and one with translocations of MYC and BCLS6, all
leading to death in less than six months. Among 90 cytogenetically evaluable
samples, associations were determined between IHC and FISH for MYC (p=0.036)
and BCL2 (p=0.001), though with regular compliance testing, indicated by Kappa
value of 0.23 [0.0;0.49] and 0.35 [0.13;0.56], respectively. In the DLBCL group
(n=72), MYC, BCL6 and BCLZ2 translocations were present in 4.1%, 12.5% and
15.2%, respectively. “Starry sky” morphology was strongly associated with MYC
positivity (p=0.01). Conclusion: The detection of only three DHL patients in this
series, all evolving to death, confirms the rarity and aggressiveness of this neoplasm.
The morphological pattern "starry sky" and the expression by IHC of MYC and BCL2
can represent possible selection factors for the FISH additional diagnostic testing, but
larger studies are still needed in order to standardize interpretative criteria for IHC of
this markers and the understanding of its influence on the prognosis of patients.
Keywords: lymphoma; lymphoma, non-Hodgkin; cytogenetics; in situ hybridization

fluorescence; immunohistochemistry.
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INTRODUGAO

Linfoma de Células B inclassificavel, com caracteristicas intermediarias entre
o Linfoma Difuso de Grandes Células B e o Linfoma de Burkitt (LBI/LDGCB/LB) é
uma entidade provisoria, incluida na WHO Classification of Tumors of
Haematopoietic and Lymphoid Tissues no ano de 20084, Trata-se de grupo de
linfomas agressivos com sobreposicéo de aspectos morfologicos, imunofenotipicos e
genéticos de Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGCB) e de Linfoma de Burkitt
(LB)®®,

O LDGCB ¢é o Linfoma Nao-Hodgkin mais comum na populagdo adulta,
correspondendo a 30-40% dos casos!”®), sendo definido por proliferagdo clonal de
linfécitos B em padrao difuso de crescimento®'9). A expressao de CD20, associada
a positividade variavel dos marcadores CD10, BCL6 e BCL2, com proliferagéo
celular elevada (entre 50-80%), completa a descrigao'?.

O LB é neoplasia linfoide frequente na infancia, potencialmente curavel, ainda
que biologicamente agressiva(”). Sua morfologia é caracterizada pela proliferacéo
de linfocitos B neoplasicos, em padrao monomorfico e difuso de crescimento com
aspecto caracteristico, porém nao patognoménico, definido pela presenga de corpos
apoptaticos determinando aspecto “céu-estrelado”. O perfil imunofenotipico tipico &
positividade para marcadores pan-B, CD10 e Bcl6, com negatividade para BCL2 e
TDT. O indice de proliferacdo celular dessas neoplasias € acima de 90%,
frequentemente chegando préximo dos 100%""1?.

Mais de 30% dos pacientes portadores de LDGCB apresentam translocacdes
envolvendo o gene BCL6, sendo esse o rearranjo mais comum nesse linfoma"®™). A
translocacao envolvendo o gene BCL2, fundamental na génese do Linfoma Folicular,
ocorre em 20-30% dos LDGCB®'®. Os rearranjos envolvendo o MYC sao
observados em aproximadamente 10% dos casos"*'". O gene MYC também é o
principal marcador molecular do LB cuja translocagcdo é visualizada em todos os

pacientes!"17:1®),

O LBI/LDGCB/LB é morfologicamente identificado pela proliferagao difusa de
células de médio a grande tamanho, por vezes em aspecto de “céu estrelado’,
similar ao observado no LB!®. A neoplasia apresenta imunofendtipo B, com

expressao de CD10 e BCL6, além de elevada proliferacdo celular, variando entre
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50% e 100%*'. O LBI/LDGCB/LB exibe comportamento clinico agressivo, com

manifestagdes extranodais, infiltracdo de medula dssea e sistema nervoso central,

(2021 n3o0 tendo sido

estabelecido um protocolo terapéutico especifico para esses casos!'*#??,

além de pouca resposta as drogas quimioterapicas usuais

Aproximadamente 15% dos LBI/LDGCB/LB apresentam fendmeno
translocacdo envolvendo o gene MYC em combinagdo a outro evento de

(19)

translocacdo envolvendo o gene BCL2 e/ou BCL6 Essas neoplasias sao

denominadas Linfomas Double-Hit (LDH) ou Triple-Hit"*), sendo o LDH o mais

(19,23,24)

estudado Os trés genes alvo compartiiham vias de atuagdao comuns

relacionadas a apoptose e proliferacdo celular®.

Os parametros morfolégicos e/ou imunofenotipicos atuais parecem nao
predizer efetivamente a deteccdo citogenética das translocag¢des de MYC, BCL2 e
BCL6™. A necessidade da investigacdo citogenética das translocagoes
envolvendo MYC, BCL2 e BCL6 em linfomas de alto grau é controversa na

420 devido as dificuldades na interpretacdo imunoistoquimica de MYC,

literatura’
BCL2 e BCL6¥"?) que poderia representar um possivel método de triagem para
investigacao molecular, a qual esta sendo incorporada a rotina a medida que essas
informacgdes citogenéticas ganham relevancia na pratica terapéutica e progndstica.

O presente estudo identificou casos de LDH em casuistica de linfomas nao-
Hodgkin de alto grau, caracterizando-os quanto a critérios clinicos, morfoldgicos,
imunofenotipicos e moleculares. Além disso, investigou-se a correspondéncia entre
a expressdo das proteinas MYC, BCL2 e BCL6 avaliadas por técnica

imunoistoquimica com a detecgao de translocagdes envolvendo esses genes.
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MATERIAL E METODOS

Casuistica e delineamento do estudo

Selecionou-se 120 pacientes com diagndstico anatomopatolégico de Linfoma
Difuso de Grandes Células B (LDGCB) ou Linfoma de Burkitt (LB), no periodo de
janeiro de 1998 até dezembro de 2013, no servico de anatomia patoldgica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade
Estadual Paulista (HC-FMB-UNESP, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil) e do Hospital
Amaral Carvalho (HAC, Jau, S&o Paulo, Brasil). Os 120 pacientes foram
selecionados por meio da revisdo dos laudos anatomopatologicos, sendo
identificados 100 pacientes com o diagnéstico de LDGCB (61 pacientes do HC-FMB-
UNESP, 39 pacientes do HAC) e 20 pacientes com o diagnéstico de LB (todos do
HC-FMB-UNESP). O estudo recebeu parecer favoravel a sua realizagao pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da FMB-UNESP (protocolo 4385-2012).

Foram revisados os dados sécio-demograficos, como sexo e idade, e as
informacdes clinicas, como comorbidades infecciosas, antecedente de Linfoma Nao-
Hodgkin (LNH), presenga de sintomas B, envolvimento nodal e/ou extra-nodal,
acometimento de sistema nervoso central (SNC), infiltragdo de medula éssea (MO),
estadiamento Ann-Arbor, manejo terapéutico adotado, seguimento clinico-evolutivo e

ocorréncia de recidivas.

Avaliagdo morfologica

As 120 bidpsias selecionadas tiveram suas laminas de Hematoxilina & Eosina
(H&E) avaliadas segundo critérios morfolégicos definidos pela OMS, na sua
publicagdo Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues no
ano de 2008. Os parametros adotados e analisados nesse estudo foram: padrao
citolégico monomorfico ou polimorfico, presenca de padrdao “céu estrelado”,
crescimento difuso, necrose, atividade mitética, apoptose, caracteristicas nucleares
(vesiculoso, lobulado, nucleolado, padrdao de cromatina), proliferagdo endotelial,

infiltracdo de partes moles adjacentes, e eosinofilia citoplasmatica.

Avaliagdo imunofenotipica e Hibridagéo por Fluorescéncia in situ (FISH)
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Para avaliagdo imunofenotipica e citogenética utilizou-se plataforma de tissue
microarrays (TMA) confeccionado a partir de areas selecionadas de cada uma das
amostras dos 120 pacientes, sendo que os cortes foram representados em duplicata,
com 1.0 mm de didmetro e espagados a cada 0.2 mm®,

O estudo imunoistoquimico foi realizado utilizando o sistema de detecgao de
polimeros com a revelagdo pelo cromégeno diaminobenzidina e contra-coloragao
com hematoxilina. Os marcadores utilizados foram: CD20 (clone L26, diluigao 1:250,
Cell Marque), CD79a (clone JCB117, Dako, pronto para uso), PAX5 (clone DAK-
PAXS5, pronto para uso, Dako), CD10 (clone 56C6, pronto para uso, Dako), BCL6
(clone PGBG6-P, pronto para uso, Dako), BCL2 (clone 124, pronto para uso, Dako),
MUM1 (clone MUM1P, pronto para uso, Dako), TDT (policlonal, pronto para uso,
Dako) e C-MYC (clone EP121, pronto para uso, Biocare).

A expressao dos anticorpos CD20, CD79a, PAX5, CD10, MUM1 e TDT foram
avaliados quanto a positividade ou negatividade. Os marcadores MYC, BCL2 e
BCL6 foram avaliados quanto ao percentual de expressao celular. Para o MYC e o
BCL6, as amostras foram consideradas positivas quando a expressao do marcador
era superior a 50% das células tumorais. Ja para o BCL2, o critério de positividade
adotado foi de 70% ou mais de células coradas pelo marcador. A avaliacdo do
indice de proliferagdo celular pelo Ki-67 (clone MIB-1, pronto para uso, Dako) foi
analisada de duas formas. Numa delas, estratificou-se em trés classes: inferior a
50%, maior ou igual a 50% até 75%, e maior ou igual a 75%; em outra se estratificou
em inferior a 90%, e maior ou igual a 90%.

A analise da hibridacdo por fluorescéncia in situ (FISH) foi realizada nas
amostras contidas no bloco de TMA usando-se sondas especificas para deteccao de
translocacdes envolvendo os loci dos genes c-MYC (Vysis LSI, MYC dual color,
break apart rearrangement probe; Abbott Molecular Des Plaines, IL, USA), BCL2
(Dako, BCL2 FISH DNA probe split signal) e BCL6 (Vysis LSI, BCL6 dual color,
break apart rearrangement probe; Abbott Molecular Des Plaines, IL, USA), conforme
as instrugdes do fabricante. Os resultados do FISH foram analisados em
microscopico de fluorescéncia (BX61; Olympus, Center Valley, PA) com filtros
apropriados e as imagens capturadas com a camera digital Q-Color 5 Olympus. Os
casos foram considerados positivos quando, em uma amostra, 5,0% das células (no
minimo 40 células neoplasicas foram contadas) apresentavam os sinais alaranjados

e verdes apartados®.
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Analise estatistica

Todas as analises foram elaboradas usando-se o programa estatistico SPSS
versdao 5.0. Realizou-se analise descritiva, seguida por testes de Qui-Quadrado e
Exato de Fisher para a comparacao entre propor¢des. As concordancias entre o
teste imunoistoquimico e citogenético, para os marcadores MYC, BCL2 e BCLG,
foram avaliadas com os calculos de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e valor preditivo negativo, além de acuracia e coeficiente Kappa,
apresentados com os seus respectivos intervalos de 95% de confianca. A forca da
concordancia determinada pelo coeficiente Kappa foi assim analisada: pobre
(<0,20), regular (0,21 a 0,40), moderada (0,41 a 0,60), boa (0,61 a 0,80), muito boa
(0,81 a 1,00). O nivel de significancia (p-valor) testado foi de 0,05.
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RESULTADOS

Os 120 pacientes incluidos no estudo foram submetidos a revisao clinica,
avaliagcdo morfoldgica, estudo imunoistoquimico e teste citogenético por FISH.
Contudo, em 30 pacientes foram constatadas falhas no teste molecular em um ou
mais dos trés marcadores, por questdes relativas a fixagdo do material. A analise
pelo FISH detectou trés portadores de LDH. Os trés grupos diagnosticos definidos
pelo estudo foram LB (n=15), LDH (n=3) e LDGCB (n=72) e seus dados
epidemioldgicos, clinico-evolutivos, morfoldgicos, imunoistoquimicos e citogenéticos
sao demonstrados na Tabela 1. Os portadores de LB eram predominantemente do
sexo masculino (60%), com mediana de idade de quatro anos (variando de dois a 48
anos), um deles portador de HIV. A morfologia tipica desse grupo se consistiu de
padrao monomorfico, difuso, em “céu estrelado”. Confirmou-se imunofendtipo B em
todos os casos, além de positividade para CD10 (100% dos casos) e BCL6 (46,7%).
Clinicamente, esses pacientes exibiam nivel de DHL elevado (83,3%), estadiamento
[II/IV na apresentacéo clinica (60%), massas extranodais (83,3%) e adenomegalias
(563,3%). Entre os portadores de LDGCB, o sexo masculino foi predominante (59,7%)
e a mediana de idade foi de 56,5 anos (variando entre 25 e 69 anos), sendo 47,2%
dos pacientes acima dos 60 anos. O padrdo morfolégico de crescimento difuso foi
frequente (98,6%), com caracteristicas de “céu estrelado” em 23,6% dos individuos
estudados. Massas extranodais e adenomegalias estavam presentes em 49,3% e

61,9% dos pacientes respectivamente.

Tabela 1 — Perfil epidemiolégico, clinico-evolutivo, morfolégico, imunoistoquimico e

citogenético da casuistica apos realizagao do FISH

Grupos diagnésticos apo6s FISH

LDGCB
LB (n=15) LDH (n=3)
(n=72)
n % n % n %
Dados epidemiologicos
Sexo feminino 6 40 2 66,7 29 40,3
Sexo masculino 9 60 1 33,3 43 59,7
Idade acima de 60 anos 0 0 3 100 34 47.2
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HIV positivo

LNH prévio

Hepatite viral

Padrdo morfolégico
Monombérfico
Polimorfico

Céu estrelado

Difuso

Necrose

Mitoses

Apoptose
Vesiculagao nuclear
Nucléolo evidente
Lobulagao nuclear
Cromatina densa
Cromatina frouxa
Proliferacao endotelial
Eosinofilia citoplasmatica
Infiltragdo nas partes moles
Esclerose estromal
Imunoistoquimica
CD20

CD79a

PAX5

CD10

BCL6

BCL2

MUMA1

DT

MYC

Ki-67 > 90%
Marcadores citogenéticos
MYC
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51
21
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26
52
57
52
64
30
18
54
35
43
38
19

68/70
66/70
49/70
31/71
22/70
29/71
37171

11/70
9/70

2,8
2,8
9,9

70,8
29,1
23,6
98,6
36,1
72,2
79,1
72,2
88,8
41,6
25
75
48,6
59,7
52,7
26,3

97,1
94,3
70
43,6
31,4
40,8
52,1

15,7
12,8

4,2
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BCL2

BCL6

Marcadores prognosticos
DHL elevado

Estadiamento 11I/1V

Medula éssea infiltrada
Infiltragdo em SNC
Sintomas B

Massa extranodal
Adenomegalias
Tratamento e prognostico
Quimioterapia

Quimioterapia e radioterapia

Transplante de medula 6ssea

Obito

Recidiva

5/6
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83,3
60
13,3
6,7
60
53,3
53,3

73,3
6,6

33,3
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66,7
33,3

66,7

33,3
66,7
33,3

66,7

100
0

11

37147
29/71
12/71
4/71
31/71
35/71
44/71

65/71
17
1
30/66
2/59

15,3
12,5

78,7
40,8
16,9
5,6
43,6
49,3
61,9

91,5

26,6
1,4

454
3,4

Os trés pacientes com LDH identificados pelo FISH (Tabela 2) foram duas

mulheres e um homem, todos acima dos 60 anos de idade, sem comorbidades

prévias, incluindo quaisquer tipos de doengas hematologicas. Um paciente do grupo

exibiu translocagdo do gene MYC simultaneamente a translocagdo do gene BCL6,

com diagnéstico prévio de LB (Paciente 1; Figura 1). Dois dos portadores de LDH

apresentavam concomitantemente translocag¢ao envolvendo o gene MYC e o gene

BCL2, e tinham o diagnéstico prévio de LDGCB (Pacientes 2 e 3; Figuras 2 e 3). Na

presente casuistica, ndo houve casos de Linfoma Triple-Hit (LTH).
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Figura 1 — Aspectos morfoldgicos, imunoistoquimicos e citogenéticos do paciente 1.
Imagens A, B e C correspondem ao exame de FISH demonstrando positividade para
MYC (A) e BCL6 (C), neste caso, cujos sinais estdo assinalados com setas. Imagens
D (400x) e E (400x) exibem a negatividade para MYC e BCL2 na imunoistoquimica.
Na imagem F, observa-se a positividade para BCL6. Imagem G (H&E, 400x)
retratando a morfologia em padrao difuso de crescimento. A positividade para CD20
confirma o imunofendtipo B e é demonstrado na imagem H (400x). Imagem |
referente ao indice de proliferacédo celular acima de 90%.
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Figura 2 — Aspectos morfolégicos, imunoistoquimicos e citogenéticos do paciente 2.
Imagens A, B e C correspondem ao exame de FISH demonstrando positividade para
MYC (A) e BCL2 (B), neste caso, cujos sinais estdo assinalados com setas. Imagem
D (400x) exibe negatividade para MYC e a imagem E (400x) exibe positividade para
BCL2 na imunoistoquimica. Na imagem F, observa-se a negatividade para BCL6.
Imagem G (H&E, 400x) retrata a morfologia de alto grau da neoplasia, a qual tem
positividade para CD20, confirmando o imunofenétipo B, demonstrado na imagem H
(400x). Imagem | referente ao indice de proliferacao celular acima de 90%.
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Figura 3 — Aspectos morfoldgicos, imunoistoquimicos e citogenéticos do paciente 3.
Imagens A, B e C correspondem ao exame de FISH demonstrando positividade para
MYC (A) e BCL2 (B), neste caso, cujos sinais estdo assinalados com setas. Imagem
D (400x) exibe negatividade para MYC na imunoistoquimica. As imagens E (40x) e F
(400x) exibem positividade para BCL2 e BCL6. Imagem G (H&E, 400x) retrata a
morfologia da neoplasia, que apresenta positividade para CD20, confirmando o
imunofendtipo B, demonstrado na imagem H (400x). Imagem | referente ao indice de
proliferagao celular inferior a 90%.
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Clinicamente, na apresentacao inicial, dois pacientes apresentavam massas
extranodais. Sintomas B e adenomegalias foram observados em um paciente. N&o
foi detectada infiltragdo neoplasica na medula 6ssea ou SNC nos trés pacientes.
Nenhum desses individuos teve estadiamento Ann-Arbor Ill ou IV.

Quanto a morfologia, o padrdo monomorfico, difuso, com elementos
apoptaticos e citoplasma eosinofilico foram comuns as trés amostras. Os achados
de padrao “céu estrelado”, esclerose ou lobulagdo nuclear ndo foram visualizados
nesse grupo.

Na avaliagdo imunoistoquimica, os trés pacientes tiveram seu imunofenétipo
B confirmado. Um deles apresentava positividade para BCL6 e BCL2. Houve
negatividade para MUM-1, TDT e MYC em todas as amostras. Nenhum dos
individuos apresentou correspondéncia completa entre seus marcadores
citogenéticos e imunoistoquimicos. O indice de proliferagao celular avaliado pelo Ki-
67 foi superior a 90% em dois pacientes. No outro, o percentual proliferativo ficou
entre 50% e 75%.

A evolucgao clinica desses pacientes foi 6bito em um, cinco e seis meses,
independente do tratamento quimioterapico, realizado por dois deles. Um individuo
utiizou esquema R-CHOP e o outro utlizou esquema R-HIPERCVAD
(ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina e dexametasona). O paciente com obito

em prazo inferior a 30 dias nao iniciou o tratamento quimioterapico.
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Tabela 2 — Apresentacgédo clinica, imunofenotipica e citogenética dos trés pacientes
portadores de linfoma double-hit (LDH)

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3
Idade 65 anos 72 anos 64 anos
Sexo feminino masculino feminino
Diagndstico prévio LB LDGCB LDGCB
Imunoistoquimica
CD20 positivo positivo positivo
CD79a negativo positivo positivo
PAX5 positivo negativo positivo
CD10 positivo positivo positivo
BCL2 negativo positivo positivo
BCL6 positivo negativo positivo
MYC negativo negativo negativo
MUM1 negativo negativo negativo
TDT negativo negativo negativo
Ki-67 >90% >90% <90%
Citogenética
MYC positivo positivo positivo
BCL2 negativo positivo positivo
BCL6 positivo negativo negativo
Estadiamento A IA B
DHL elevado ND* ND*
Medula 6ssea infiltrada ausente ausente ausente
Infiltragdo de SNC ausente ausente ausente
Massa extranodal ausente presente presente
Adenomegalia presente ausente ausente
Sintomas B ausente ausente presente
Tratamento HIPER-CVAD nao realizou R-CHOP
Obito sim sim sim
Intervalo até o dbito 5 meses 1més 6 meses

*ND=dado nao disponivel
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Os testes citogenéticos demonstraram que os 15 individuos com diagndstico
de LB apresentavam a translocacédo do gene MYC. No grupo daqueles com LDGCB,
as positividades para MYC, BCL6 e BCLZ2 foram, respectivamente, trés (4,2%), nove
(12,5%) e 11 (15,3%).

A correspondéncia dos achados citogenéticos com o estudo imunoistoquimico
no conjunto global dos pacientes € demonstrada na Tabela 3. A positividade
imunoistoquimica para MYC ocorreu em 19 pacientes, dos quais oito (42,1%) eram,
também, positivos na analise citogenética (p=0,036). Para este marcador, a técnica
imunoistoquimica teve especificidade elevada (85%) e sensibilidade baixa (38%),
com concordéancia regular para identificacdo de sua respectiva translocacéo (Kappa
= 0,23 [0,0;0,49]). Com relacdo ao BCL2, entre as 37 amostras positivas na
imunoistoquimica, 13 (35,1%) exibiam a translocacdo do referido gene no FISH
(p=0,001), contudo a concordancia entre os dois métodos também foi regular (Kappa
= 0,35 [0,13;0,56]), com sensibilidade de 81% e especificidade de 71%. O estudo do
BCL6 demonstrou que quatro (12,5%) pacientes dos 32 positivos na
imunoistoquimica apresentavam resultado positivo no FISH (p=0,724), exibindo
concordancia pobre entre os dois métodos para esse marcador (Kappa = 0,04
[0,00;0,30]).

Estudaram-se, também, amostras com dupla positividade imunoistoquimica e
sua relacdo com os resultados citogenéticos. Nenhum dos quatro individuos com
positividade imunoistoquimica simultdnea para MYC e BCL2 estava associado a
resultados positivos no FISH. Resultado idéntico foi constatado entre as duas

técnicas, em trés pacientes, para a combinacido MYC e BCLS6.
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Tabela 3 — Imunoistoquimica (IHQ) e citogenética (FISH) para MYC, BCL2 e
BCL6, considerando o total de amostras validas: sensibilidade (S), especificidade
(E), valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN), acuracia (A) e

coeficiente Kappa, com seus respectivos intervalos de 95% de confianga.

MYC (n=92)
n FISH+ p* S E VPP VPN A Kappa
IHQ 13
73
negativa (18,0%) 0,74 0,23
0,036 0,38 0,85 0,42 0,82
IHQ 19 8 [0,65;0,83] [0,0;0,49]
positiva (42,1%)
BCL2 (n=101)
n FISH+ p* S E VPP VPN A Kappa
IHQ 3
64
negativa (4,6%) 0,73 0,35
0,001 0,81 0,71 0,35 0,95
IHQ 37 13 [0,64;0,81] [0,13;0,56]
positiva (35,1%
BCL6 (n=98)
n FISH+ p* S E VPP VPN A Kappa
IHQ 6
66
negativa (9,0%) 0,65 0,04
0,724 0,40 0,68 0,12 0,90
IHQ 4 [0,56;0,75] [0,0;0;30]

32
positiva (12,5%)

*Teste de Qui-Quadrado ou Teste Exato de Fisher, quando apropriado; p<0,05.

As avaliacbes dessas mesmas associagdes considerando-se apenas o0s
pacientes portadores de LDGCB estdo representadas na Tabela 4. Neste grupo,
nove pacientes (31%, p=0,005) exibiam positividade imunoistoquimica e citogenética
para BCL2, com concordancia regular (Kappa = 0,29 [0,04;0,54]). Os achados

referentes ao MYC e ao BCL6 ndo foram estatisticamente significantes.
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Tabela 4 — Imunoistoquimica (IHQ) e citogenética (FISH) para MYC, BCL2 e
BCL6, considerando o grupo de LDGCB: sensibilidade (S), especificidade (E),
valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), acuracia (A) e

coeficiente Kappa, com seus respectivos intervalos de confiancga.

MYC (n=70)
n FISH+ p* S E VPP VPN A Kappa
IHQ 1
. 59
negativa (1,7%) 0,86 0,23
0,062 0,67 0,87 0,18 0,98
IHQ 11 2 [0,78;0,94] [0,0;0,67]
positiva (18,1%)
BCL2 (n=71)
n FISH+ p* S E VPP VPN A Kappa
IHQ 2
42
negativa (4,7%) 0,69 0,29
0,005 0,81 0,66 0,31 0,95
IHQ [0,58;0,79] [0,04;0,54]
N 29 9 (31%)
positiva
BCL6 (n=70)
n FISH+ p* S E VPP VPN A Kappa
IHQ 6
48
negativa (12,5%) 0,64 0,01
1,000 0,33 0,69 0,13 0,87
IHQ 3 [0,53;0,76] [0,0;0;32]

22
positiva (13,6%)

*Teste de Qui-Quadrado ou Teste Exato de Fisher, quando apropriado; p<0,05.

A avaliacdo pelo FISH revelou 21 amostras positivas para a translocacao
MYC: 15 do grupo de LB, trés do grupo de LDH e trés do grupo de LDGCB. A Tabela
5 descreve comparativamente o conjunto dos trés pacientes com LDGCB portadores
da translocacédo do gene MYC em relacdo ao grupo de 72 pacientes com LDGCB.
Observa-se que em 17 amostras havia padrao morfolégico de “céu estrelado”, dentre
0s quais trés (17,6%) eram positivos para a translocagdo MYC, associagéo

estatisticamente significante (p=0,011).
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Outros parametros como indice de proliferagdo celular acima de 90%, perfil
imunoistoquimico ndo-centro germinativo e positividade imunoistoquimica para MYC
nao se mostraram associados a deteccao da translocacédo pelo FISH. Entre esses
trés pacientes, em dois a proliferagcao celular ficou na faixa entre 50% e 75% e em

um, abaixo de 50%.

Tabela 5 — Pacientes com LDGCB (n=72): comparagédo entre portadores e nao

portadores da translocagao do gene MYC, identificado pela técnica de FISH.

LDGCB com MYC+
LDGCB (n=72)

(n=3)
n n % p*

Epidemiologia

Sexo masculino 43 2 4,6 1,000
Idade superior a 60 anos 34 2 5,8 0,599
HIV+ 2 0 0 1,000
LNH prévio 0 0 1,000
Morfologia

Monomorfico 51 3 5,8 0,551
Polimorfico 21 0 0 0,551
Céu estrelado 17 3 17,6 0,011
Difuso 71 3 4,2 1,000
Necrose 26 0 0 0,549
Mitoses 52 2 3,8 1,000
Apoptose 57 3 5,2 1,000
Vesiculagao nuclear 52 2 3,8 1,000
Nucléolo proeminente 64 3 4,6 1,000
Lobulagao nuclear 30 2 6,6 0,567
Cromatina densa 18 1 55 1,000
Cromatina frouxa 54 2 3,7 1,000
Proliferagao endotelial 35 2 5,7 0,609
Eosinofilia citoplasmatica 43 2 4,6 1,000
Infiltragcao de partes moles 38 1 2,6 0,599
Esclerose estromal 19 1 5,2 1,000
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Imunoistoquimica

Centro germinativo 34/70 1 2,9 1,000
Nao Centro Germinativo 36/70 2 55 1,000
MYC 11/70 2 18,1 0,062
BCL6 22/70 0 0 0,547
BCL2 29/71 1 2,1 0,262
Proliferacdo  celular  (Ki-67) 9/70 0 0 1,000
acima de 90%

Clinico-evolutivos

DHL elevado 37147 1 2,7 0,384
Estadiamento III/IV 29/71 1 3,4 1,000
Infiltragdo de medula 6ssea 12/71 1 8,3 0,431
Infiltragdo de SNC 4/71 0 0 1,000
Sintomas B 31/71 0 0 0,252
Massa extranodal 35/71 2 5,7 0,614
Adenomegalias 44/71 2 45 1,000
Obito 30/66 1 3,3 1,000
Recidivas 2/59 0 0 1,000

*Teste de Qui-Quadrado ou Teste Exato de Fisher, quando apropriado; p<0,05.

Na descricdo da categoria LBI/LDGCB/LB, na publicagdo da OMS-2008,
casos em que a morfologia se assemelha ao LDGCB com imunofendtipo sugestivo
de LB (CD10+, BCL6+, BCL2-), ou casos em que a morfologia se assemelha ao LB,
porém com positividade também para BCL2, aliados a elevado indice de proliferagao
celular, poderiam ser enquadrados nesse diagnostico. Do ponto de vista
citogenético, entre 35-50% desses pacientes teriam translocag¢des envolvendo o
gene MYC com genes de imunoglobulina ou ndo. Aproximadamente 15% dos
pacientes com esse diagndstico teriam também a translocagdo do BCL2, compondo
casos de LDH. No presente estudo, trés pacientes do grupo de LDGCB, exibindo
morfologia de “céu estrelado”, tinham imunofendtipo caracterizado por positividade
para CD10, BCL6 e BCL2, com proliferagao celular superior a 90% pela avaliagao do
Ki-67. Nenhum dos trés casos apresentava positividade no FISH para MYC ou BCL2
ou BCL6. Nesse subgrupo, dois tinham mais de 60 anos, todos foram tratados com

esquema R-CHOP, obtendo-se duas remissdes e um individuo se manteve doente.
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Medula 6ssea e SNC encontravam-se livres de doengas nos trés pacientes. Havia,
também, dois pacientes, cujo padrdo morfolégico de crescimento era difuso, sem
elementos do tipo “céu estrelado”, com expressdo de CD10 e BCL6, negatividade
para BCL2, e Ki-67 na faixa acima de 90%. Esses dois pacientes também né&o
apresentavam positividade na avaliagao por FISH para MYC ou BCL2 ou BCL6. Um
individuo evoluiu rapidamente para 6bito e o outro se mantinha doente, mesmo com
tratamento quimioterapico usando o esquema R-CHOP. Medula 6ssea ou SNC
também nao apresentavam infiltragao neoplasica.

Com relagéo ao tratamento quimioterapico, 57 (79,1%) pacientes entre os 72
portadores de LDGCB usaram esquema CHOP, sendo que 11 receberam a
combinagdo de CHOP com rituximab (R-CHOP) e 14 necessitaram de
complementagdes com outros esquemas terapéuticos. Quanto a evolugao clinica, no
grupo de LDGCB, 30 (41,6%) individuos, entre 66 casos, tiveram obito como
desfecho, aproximadamente 13 meses apds o diagnodstico (desvio padrao de 13,99).
Entre os portadores de LB, cinco pacientes (33,3%) evoluiram para Oobito,
aproximadamente 1,2 meses apds o diagnostico (desvio padrao de 0,83). No grupo
de LDH, todos os pacientes tiveram ébito, com média de 4 meses (desvio padrao de
2,6). A Tabela 6 expde o percentual de 6bito acompanhado da média do intervalo de
tempo entre o diagnostico e esse desfecho para subgrupos de pacientes definidos
de acordo com seus resultados imunoistoquimicos e citogenéticos. Na casuistica
estudada, observou-se que a pior evolugdo clinica, em termos de percentual de
obito, ocorreu entre os pacientes com LDH, contudo devem ser salientadas as
limitacbes quanto ao tamanho amostral. Ao se comparar os pacientes com dupla
expressao imunoistoquimica de MYC com BCL2 ou BCL6, nota-se comportamento
biolégico menos agressivo em relagdo aos individuos detectados com LDH pelo

método citogenético.
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Tabela 6 — Percentual de obito e intervalo temporal entre diagndstico e o6bito,

expresso em média e desvio padrdo, quanto a expressao imunoistoquimica e

citogenética dos marcadores MYC, BCL2 e BCL6

Obito Intervalo temporal até o 6bito
n % Média (meses) Desvio
Padrao
LDH FISH* 3/3 100 4 2,6
LDE IHQ** 1/6 16,6 NA***
MYC FISH 1/3 33,3 10 NA***
MYC IHQ 2/10 20,0 9,5 12
BCL2 FISH 4/11 36,4 5 8,4
BCL2 IHQ 12/27 44 4 14,3 17,2
BCL6 FISH 4/8 50,0 10 10,4
BCL6 IHQ 9/20 45,0 8,6 8,6

*LDH FISH: Linfoma Double-Hit diagnosticado por técnica citogenética.

**LDE IHQ: Linfomas com dupla expressao imunoistoquimica de MYC com BCL2 ou BCLS6.

***NA: Nao se aplica
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DISCUSSAO

LDH sao neoplasias agressivas e raras que representam menos de 10% dos
linfomas e aproximadamente 4% dos linfomas de alto grau(4’25). Em consonéncia
com os dados internacionais, nesta casuistica selecionada em dois centros
oncoloégicos brasileiros, o estudo citogenético por FISH em pacientes com linfomas
de alto grau indicou a presencga de trés casos de LDH, dois deles com translocagdes
envolvendo MYC e BCL2, e um deles com translocagdes envolvendo MYC e BCLE6.
A combinagao mais frequentemente relatada é a dupla translocagdo envolvendo o
gene MYC e o gene BCL2 (62%). Ja a dupla translocagéo envolvendo o gene MYC
e 0 gene BCL6 corresponde a 8% dos casos*3".

Fatores clinicos e prognodsticos dos portadores de LDH exemplificam a
agressividade dessa neoplasia. Epidemiologicamente, esse tipo de linfoma incide
mais comumente na populagdo acima de 60 anos*?®. A manifestacdo inicial da
doenca, em geral, ja é em estadiamento avangado®?”, conforme demonstrado por
Landsburg et al (2014)(27), em estudo com 17 pacientes portadores de LDH, dos
quais 14 inauguraram o quadro em estadiamento Ill ou IV. Infiltragcdo de medula
6ssea ou SNC é mais frequentemente relatada nesses pacientes®. Oki et al
(2014)®? no maior estudo sobre LDH em centro oncoldgico Unico, detectaram
células neoplasicas na medula 6ssea e SNC em 42% e em 4% dos pacientes,
respectivamente(32). Os trés pacientes identificados no presente estudo sao idosos,
porém sem estadiamento elevado ou infiltracdo de medula 6ssea/SNC. Contudo,
dois dos pacientes exibiam massas extranodais. Oki et al (2014)°? apontaram que a
idade, a presenca de massas extranodais e o estadiamento tém pouca influencia
prognostica, e que a infiltracdo de medula éssea e SNC seriam os melhores fatores
preditores de ma evolucéo clinica nesses pacientes®®. A sobrevida é menor nos
pacientes com LDH. Segundo Lanbdsburg et al (2014)?”, esse valor é de 8,2 meses
nesse grupo contra 56,8 meses nos portadores de linfomas de alto grau de padrao
nao double-hit. Snurdel et al (2010)?? encontraram 70% de 6ébito em oito meses no
grupo de pacientes com LDH. No presente estudo, os trés pacientes com LDH
evoluiram para 6bito, com uma média de 4 meses apos o diagndéstico. Considerando
outros grupos citogenéticos e imunoistoquimicos nesse estudo, os quais estédo

demonstrados na Tabela 6, observa-se que o grupo de LDH foi o Unico em que
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todos os pacientes tiveram o obito como desfecho de suas doencgas. Contudo, as
limitagbes de amostragem prejudicam analises mais expansivas desses dados.

A agressividade do LDH é possivelmente explicada pela agao sinérgica de
MYC e BCL2: somam-se atividade proliferativa com inibicdo do apoptose, em
contexto de complexidade cariotipica®>". Aukema et al (2014)®", em estudo
recente, propuseram que o cariotipo complexo € uma caracteristica comum aos
portadores de LDH e aos portadores de LDGCB com translocag&o unica do gene
MYC, o que justificaria o prognostico ruim de ambas as situagdes. Contudo, essa
ainda é uma questdo controversa na literatura®*3%.

A identificacdo dos pacientes portadores de LDH depende da realizagao do
exame citogenético, uma técnica de custo elevado e ndo disponivel em todos os
centros médicos. Desde 2008, muitos estudos?'?°27:323538) foram publicados com o
objetivo de identificar critérios clinicos e/ou morfolégicos e/ou imunoistoquimicos
capazes de selecionar pacientes para os estudos moleculares. Um dos principais
aspectos estudados foi a associacdo entre os resultados dos testes
imunoistoquimicos e citogenéticos quanto a expressdo de MYC, BCL2 e BCL6.

Na casuistica aqui apresentada, os melhores valores de concordancia
ocorreram com relagdo ao BCL2, tanto quando considerado todos os individuos do
estudo, como considerando apenas o grupo de LDGCB. Os resultados mais pobres
foram visualizados nos testes envolvendo BCL6. As avaliagdes de MYC e BCL2,
ainda que tenham bons resultados, demonstram concordancia regular pelo
coeficiente Kappa, indicando a necessidade de cautela na avaliagdo desses
marcadores pelo método imunoistoquimico.

Perry et al (2014)?" estudaram 106 pacientes com o diagnéstico de LDGCB
quanto a expressao imunoistoquimica de MYC e BCL2, correlacionando seus dados
com o prognostico. A positividade para esses marcadores, sobretudo quando para
ambos, esteve relacionada a pior prognéstico. A dupla positividade, conforme esses
autores, aumentaria em nove vezes a chance de oObito. No entanto, no referido
estudo, ndo se realizou a correlagcdo com dados citogenéticos(z”. A avaliacao
imunoistoquimica de MYC, BCL2 e BCL6 representa uma dificuldade discutida por
muitos grupos de hematopatologistas®=*. Os pontos de corte para se determinar a
positividade para MYC variam entre 30% e 50%. Ja para BCL2 existe variacdo entre
30% e 70% 333437,
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Green et al (2012)®) estudaram por técnica imunoistoquimica e citogenética
193 pacientes com diagnéstico de LDGCB. Na casuistica desse grupo, 6% eram
LDH identificados por FISH, com prognostico ruim. Ja 29% dos pacientes
apresentam positividade para MYC (maior ou igual a 40%) e BCL2 (maior ou igual a
70%) na imunoistoquimica. Esses pacientes, independente do resultado
citogenético, exibiam piores taxas de sobrevida em relagdo aos outros pacientes.
Esses autores elaboraram uma estratificacdo imunoistoquimica, de modo que 54%
dos pacientes avaliados possuiam positividade imunoistoquimica para MYC (maior
ou igual a 40%) e BCL2 (maior ou igual a 70%) e tinham transloca¢bes envolvendo
esses genes, separadamente ou ambos simultaneamente®). Yan et al (2014)®®
avaliaram 336 LDGCB e detectaram que os LDH identificados por FISH e os LDGCB
com dupla ou tripla positividade imunoistoquimica para MYC e BCL2 e/ou BCL6
compartilham fatores de mau prognéstico, porém suas diferencas nao eram
estatisticamente significantes. O principal ponto dessa pesquisa foi a elevada
especificidade da imunoistoquimica desses marcadores com relacdo ao FISH
(aproximadamente 90%), favorecendo sua possivel utilizagdo como estratificador de
risco para LDGCB com comportamento agressivo(36).

O indice de proliferacado celular, avaliado pelo percentual de marcacao pelo
Ki-67, também ja foi testado como possivel parametro selecionador de pacientes
para submissao a testes citogenéticos. Kalaw et al (2012)(38) utilizou dois percentuais
de corte para Ki-67, correlacionando-os com a expressao citogenética concomitante
de MYC e BCL2. Seja com o valor de corte de 75% ou com o valor de 90%, as taxas
de especificidade foram baixas, ndo ultrapassando 55%©®. Os achados
desfavorecem a ideia de que proliferagdo celular isoladamente possa estar
associada a anormalidades citogenéticas envolvendo principalmente o MYC. No
presente estudo a associacado entre Ki-67 acima de 90% e translocagao envolvendo
MYC nao foi estatisticamente significante.

O uso da ferramenta imunoistoquimica, especialmente para deteccdo do
marcador MYC, deve ser cauteloso. Ainda que hajam resultados favoraveis, esse é
um ponto controverso na literatura, principalmente no que se refere aos reais valores
de corte que apresentam correspondéncia citogenética. Enfatizam-se, também, as
influéncias relacionadas aos observadores. Mahmound et al (2015)®”) estudaram a
concordancia na avaliagdo da expressao de MYC por imunoistoquimica e notaram

grande heterogeneidade de resultados entre os observadores testados, refletindo as
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interferéncias subjetivas e a auséncia de uma padronizagdo bem definida quanto a
interpretacdo do marcador®”.

Neste contexto, nota-se que a realizagdo do FISH ainda representa o método
que possibilita o diagnostico de certeza quanto ao LDH. Snurdel et al (2010)@
propuseram critérios para realizagdo de FISH nos pacientes portadores de linfoma
de alto grau, enfocando a detec¢cdo de LDH. Para esse grupo de pesquisadores, os
critérios seriam: linfomas de alto grau com envolvimento extranodal ou infiltracéo de
SNC/medula 6ssea ou DHL elevada; pacientes adultos com morfologia de LB;
neoplasias com morfologia de LB e imunoistoquimica nédo compativel (BCL2 positivo
e/ou Ki-67 inferior a 95%); pacientes adultos com morfologia de LDGCB e Ki-67
acima de 80%; e pacientes com historia prévia de linfoma folicular apresentando

23)

transformacdo para LDGCB! Entretanto, essas possibilidades ainda sao

constantemente discutiveis na literatura, nao existindo uma definicdo pelas
publicagdes, incluindo a classificacdo da OMS®33437),

No presente estudo, o padrdo morfologico de “céu estrelado” em contexto de
LDGCB, a positividade imunoistoquimica para MYC acima de 50% das células, e a
positividade imunoistoquimica para BCL2 acima de 70% se mostraram possiveis
parametros selecionadores de pacientes candidatos ao estudo citogenético,
carecendo-se, porém, de novos estudos, com maior amostragem para analise mais
apurada dessas associagdes.

Swerdlow (2014)%% ressalta a importancia da identificacdo de casos de
linfomas de grandes células B de comportamento mais agressivo do que o
visualizado nos LDGCB, principalmente em virtude da inexisténcia de um protocolo

terapéutico especifico®

. Tais neoplasias sao fundamentalmente representadas
pelos LDH ou LTH, cuja identificagdo deve ser realizada somente por métodos
citogenéticos, e terdo sua nomenclatura atualizada na préxima classificagdo da OMS
de neoplasias hematoldgicas®=>%. Neste contexto, ha grande interesse nos estudos
de concordancia entre resultados imunoistoquimicos e citogenéticos para os
marcadores MYC, BCL2 e BCL6, buscando-se elementos selecionadores para as
triagens moleculares. De fato, observam-se, ainda, dificuldades relativas a
padronizacao de critérios definidores de positividade para MYC e BCL2 nas reagdes
de imunoistoquimica®. De um modo geral, os pacientes portadores de duplas ou
triplas translocacbes identificadas por FISH apresentam progndsticos piores em

relagdo aos pacientes com duplas ou triplas positividades imunoistoquimicas, o que
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nesse estudo foi sugerido pela propor¢cdo de Obitos entre os diferentes grupos
diagndsticos®*%). O crescente numero de artigos sobre o tema tem tornado o
assunto cada vez mais complexo, ampliando os pontos a serem debatidos e
padronizados, e fazendo relevantes as descricdes desses casos®*>%),

O presente estudo apresenta uma casuistica brasileira de trés pacientes
portadores de LDH identificados por estudo citogenético entre 120 portadores de
linfomas de alto grau. Apresentam-se possiveis caminhos para futuras investigagbes
ampliadas de bons fatores selecionadores para os testes moleculares, que sdo de
elevado custo e baixa disponibilidade, porém com importancia fundamental no
estabelecimento definitivo de seu diagnédstico, o que se torna muito relevante devido

as dificuldades terapéuticas e ao progndstico reservado desses individuos.
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Conclusdo




CONCLUSAO

O estudo corroborou com a literatura demonstrando que, na casuistica
avaliada, o LDH é uma entidade rara e biologicamente agressiva. Este contexto,
aliado a auséncia de protocolos terapéuticos definidos, qualifica a relevancia das
pesquisas para sua descri¢do epidemioldgica, clinica, morfolégica, imunofenotipica e
citogenética. O presente estudo desbrava uma fronteira cientifica ao pesquisar
parametros possivelmente associados a detecgao citogenética da translocagao do
gene MYC, especificamente no Brasil, onde a realizacado de técnicas moleculares é
restrita a pouquissimos centros diagnosticos.

MYC e BCL2, com destaque maior a esse ultimo, podem ser avaliados por
imunoistoquimica considerando como critério de positividade o percentual de células
coradas acima de 50% e acima de 70%, respectivamente. Contudo, essa analise
deve ser cautelosa, uma vez que ainda ndo ha consenso quanto a melhor forma de
interpreta-los e seus niveis de concordancia ainda sédo regulares. Ainda assim, a
utilizacado desses marcadores imunofenotipicos pode representar possiveis triadores
de pacientes candidatos a realizagcado de estudo citogenético por FISH.

O indice de proliferacdo celular acima de 90% e o perfil ndo-centro
germinativo determinado pelo algoritmo de Hans ndo se mostraram bons parametros
de triagem de pacientes para estudos moleculares. Contudo, o padrdo morfolégico
“céu estrelado” destacou-se por sua associacao estatisticamente significativa com a
deteccdo da translocagao envolvendo o gene MYC pelo FISH, sendo um bom
parametro de avaliacido, associado aos demais aspectos do paciente.

A atual entidade provisodria LBI/LDGCB/LB engloba casos de LDH e casos de
pacientes com incongruéncias morfolégicas/imunofenotipicas. No presente estudo,
os trés casos de LDH pertencem a essa categoria, contudo cinco pacientes que
poderia ser classificados como LBI/LDGCB/LB ndao eram LDH. Esse contexto
favorece a necessidade de revisdo dessa entidade, agrupando os LDH como uma
subclassificacdo especifica, definida exclusivamente por método citogenético, e que
apresenta comportamento clinico mais agressivo em relagao a outros linfomas de
alto grau. Assim, esses pacientes com discrepancias morfo/imunofenotipicas
comporiam subgrupos do LDGCB, contudo mais estudos sdo fundamentais para

correta avaliacdo prognostica desses pacientes.
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Este estudo confirmou a raridade epidemioldgica e a agressividade biolégica
do LDH. Salienta-se, contudo, que as principais interferéncias na pratica diagnéstica
sao a inclusao do padrao “céu estrelado” e a positividade imunoistoquimica de MYC
e BCL2 como ferramentas de rastreamento de pacientes em que a pesquisa
citogenética pode trazer contribuicbes prgndsticas relevantes.

Os dados apresentados reforcam a necessidade da ampliacdo das
investigacdes sobre LDH e sobre a importancia do gene MYC na patologia dos
linfomas de alto grau. Confirma-se, também, a necessidade de aprofundar a
deteccao de bons parametros indicadores da necessidade da realizagdo de testes
moleculares, os quais apresentam custo elevado e acessibilidade restrita, sobretudo

nos paises menos desenvolvidos.
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