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Resumo

O Sarcoma Histiocitico (SH) € uma neoplasia maligna caracterizada pela
proliferagdo de células grandes que possuem aspecto morfolégico e
imunofenotipico semelhantes ao histiécito maduro tecidual. E uma neoplasia rara,
perfazendo menos que 1% dos Linfomas Nao-Hodgkin. Tal raridade pode ser
explicada pela dificuldade de sua caracterizagdo diagndstica e morfologica,
confundindo-se com outras neoplasias malignas pleomérficas. Os objetivos do
presente estudo s&o: avaliar alteragdes no padrdo de ganhos e perdas genémicas
pela técnica de Hibridagdo Genbmica Comparativa (CGH-array), avaliagdo do
perfil de MicroRNA (miRNA), apontar os principais critérios morfolégicos e
marcadores imunoistoquimicos (IMH) que venham a definir esta entidade e
identificar quais entidades que erroneamente podem levar a subdiagnostico.Para
tanto, foram revisados 7.600 laudos anatomopatolégicos e, destes, foram
selecionados 47 casos possiveis de SH, com apresentacdo nodal. Somando-se a
estes, quatro casos sabidamente com diagnéstico de SH foram incluidos na
analise. Foram avaliados 12 critérios morfologicos e 05 marcadores IMH. Dos 47
casos, foram localizados 07 SH, cujo diagndstico inicial foi de neoplasia
indiferenciada metastatica (carcinoma indiferenciado) ou melanoma metastatico.
Os marcadores IMH que se mostraram mais eficientes para complementagao
diagnostica foram CD163 e CD68. A avaliacdo do perfil de 377 miRNAs
demonstrou clusterizagdo de 51 miRNA, quando comparado ao controle, sendo
44 hipoexpresssos e 07 hiperexpressos, sendo os mais relevantes: miR-10b-5p,
miR-455-5p e miR-19 (hiperexpressos); miR-486-5p, miR-92a, miR-15b-5p
(hiporegulados). Tais miRNA estdo envolvidos nas vias da apoptose,
crescimento e proliferagdo celular. Os principais genes envolvidos na patogenia e
candidatos a validagao com futuros estudos sao: ERBB2, TGFB1,TNF(ativados) e
TP53 e PD98059 (inibidos).Tais genes podem corresponder a futuros alvos
terapéuticos. A técnica de CGH array demonstrou ser inviavel em amostras
parafinadas.

Palavras chaves: Sarcoma Histiocitico, Morfologia, Imunoistoquimica, MicroRNA.
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Abstract

Histiocytic sarcoma (HS) is a malignant neoplasm characterized by the
proliferation of large cells that have morphological and immunophenotypic features
similar to mature tissue histiocytes. It is a rare neoplasm, accounting for less than
1% of non-Hodgkin lymphomas. This rarity is partly explained by the difficulties in
its diagnostic and morphological characterization, since it is confused with other
pleomorphic malignant neoplasms. The objectives of this study were to evaluate
changes in genomic gains and losses using the comparative genomic
hybridization technique (CGH-array), microRNA profile (miRNA) evaluation,
determine the principal morphological criteria and immunohistochemical markers
(IMH) that could define this entity, and identify entities that can mistakenly lead to
underdiagnosis. To achieve this, 7,600 pathology reports were reviewed and, of
these, 47 possible cases of HS with nodal presentation were selected. Four cases
with an established diagnosis of HS were also included in the analysis. Twelve
morphological criteria and 5 IMH markers were evaluated. Among the 47 cases, 7
cases of HS were identified that had initially been diagnosed as undifferentiated
metastatic neoplasm (undifferentiated carcinoma) or metastatic melanoma. The
IMH markers that were most efficient for complementary diagnosis were CD163
and CDG68. Evaluation of the profiles of 377 miRNAs showed clustering of 51
miRNA compared with the control; 44 were hypoexpressed and 7 were
hyperexpressed and the most relevant were: miR-486-5p, miR-92a, miR-15b-5p
(hyporegulated); and miR-10b-5p, miR-455-5p and miR-19 (hyperexpressed).
These miRNA are involved in apoptosis, cell growth and proliferation pathways.
The main genes involved in pathogenesis and candidates for validation in future
studies are: ERBB2, TGFB1, TNF (activated); and TP53 and PD98059 (inhibited).
These genes may represent future therapeutic targets. The CGH-array proved to
be unfeasible in paraffin-embedded samples.

Keywords: Histiocytic Sarcoma, Morphology, Immunohistochemistry, MicroRNA
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Introducgao

O Sarcoma Histiocitico (SH) € uma neoplasia hematopoética rara, que
corresponde a menos de 1% dos linfomas ndo-Hodgkin (LNH), e cujas
caracteristicas morfolégicas e imunofenotipicas remetem a diferenciagao
histiocitica (ou macrofagica)'2. Em sua definicdo, proposta inicialmente por Mathé
e cols. (1970), é necessaria a exclusao da proliferacao relacionada a Leucemia
Monocitica Aguda®. Associada & raridade dessa neoplasia, controvérsias
historicas existentes em sua terminologia, critérios diagnosticos e grande
variabilidade de apresentagdo clinica, tém dificultado sua caracterizacdo e
reconhecimento, possivelmente levando a diagndsticos equivocados®®.  Por
definigdo, se origina de células hemopoiéticas imaturas da medula 6ssea, o que o
diferencia dos Sarcomas de Células Dendriticas Foliculares, Sarcoma de Células
Dendriticas Interdigitantes, Tumor de Células Fibroblasticas Foliculares e
Xantogranuloma Juvenil, que se originam de células mesénquimais dendriticas-

relacionadas®.

Na epidemiologia do SH, observa-se ligeiro predominio pelo sexo
masculino, acometendo criangas e adultos, sendo estes geralmente a partir da 52
década de vida (idade media 55 anos)’. Takahashi e Nakamura (2008)
descrevem a existéncia de uma distribuicao etaria bimodal, com dois picos de
incidéncia; de 0 a 29 anos, e um pico maior de 50 a 69 anos de idade’. A maioria
dos casos de SH desenvolvem-se em sitios extranodais, sendo os principais:
pele, partes moles, e trato gastrointestinal, podendo mais raramente comprometer

4,8,9,10,11,12,13

outros  sitios Existe acometimento linfonodal primario em
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aproximadamente um terco dos casos'.

As manifestagdes clinicas associadas a essa neoplasia sédo diversas,
variando de manifestagdes sistémicas (e.g. febre, perda ponderal) a sinais e
sintomas localizados, como erupcdo cutanea, lesdes Osseas liticas, tosse,
hepatoesplenomegalia, adenomegalia, e dor abdominal decorrente de

sangramento ou de obstrugdo intestinal’?*.

Alteracbes laboratoriais como
trombocitopenia refrataria, pancitopenia, hipoalbuminemia e
hipogamaglobulinemia também sdo descritas na literatura’'®. De modo geral, o
SH apresenta comportamento agressivo e evolugao rapida com pobre resposta a
quimioterapia e/ou radioterapia, porém existem relatos de exceg¢des. Diante do
limitado numero de casos estudados na literatura, ndo existem evidéncias quanto
a melhor abordagem terapéutica para esta neoplasia em cada situagdo, bem
como parametros progndésticos. De modo geral, em casos de doencga localizada
opta-se pelo tratamento cirurgico e/ou radioterapico e, nos casos de doenga
disseminada, tratamento quimioterapico seguindo-se a linha de tratamento para
linfoma n&o-Hodgkin de grau intermediario a alto. Em primeira linha o esquema de
preferéncia € o CHOP e em segunda linha de tratamento esquemas a base de
platina (ICE, DAP, ESHAP) (http://www.nccn.org/professionals/physician). Ha
indicios de que o estadio inicial avancado e o maior tamanho do tumor primario

estejam associados & menor sobrevida global?* 12131617,

Em seu aspecto histoldgico, o SH é heterogéneo, com cerca de 20 critérios
morfolégicos descritos em literatura, onde se destacam seu padréo difuso de
crescimento, células grandes, bizarras e com citoplasma eosinofilico, além de

aspecto pleomoérfico, em meio a um estroma reacional. Entretanto, outras



http://www.nccn.org/professionals/physician
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neoplasias malignas de maior incidéncia (i.e. carcinomas indiferenciados,
melanomas, sarcomas, linfoma de Hodgkin, outros LNH) também apresentam
aspectos morfolégicos semelhantes ao SH, sendo necessario extenso painel
imunoistoquimico para confirmar a linhagem histiocitica e afastar esses
diagndsticos diferenciais. A busca por um painel de marcadores voltado para a
determinagcédo da linhagem histiocitica revelou, na ultima década, diversos
marcadores uteis, como CDG68, lisozima, proteina S-100, vimentina, e CD163,
sendo este Ultimo atualmente considerado o mais especifico>*'*'®' Dorfman e
cols. (2010) também sugeriram um papel importante dos receptores de
fosfatidilserina TIM-3 e TIM-4 no reconhecimento de neoplasias de linhagem

histiocitica e de células dendriticas®.

A etiopatogenia do SH permanece desconhecida. Diversos estudos tém
relatado o aparecimento sincrénico do SH com neoplasias germinativas do
mediastino e/ou de células B maduras (ou em pacientes com histéria pregressa
dessas neoplasias); a analise de rearranjos clonais nos genes IGH e IGK, bem
como o compartiihamento de translocagdes entre ambas as neoplasias, tem
apontado para uma possivel origem clonal do SH a partir de neoplasias de células
B pré-existentes'®'%'82122 Feldman e cols. (2008) demonstraram, pela primeira
vez, a presenga da t(14; 18) em seis casos de SH e sarcomas de células
dendriticas (SCD), cuja manifestagdo clinica ocorreu 2-12 meses apds o
diagnodstico de linfoma folicular (LF); nesse estudo, as amostras de LF também
apresentavam a referida translocagcdo quando analisadas pela técnica de
hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH), sendo também observado rearranjo

clonal das regides VDJ do gene IGH?'. Wang e cols. (2012) observaram a
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presencga da translocacgao t(14; 18) (IGH/BCLZ2) em células neoplasicas do SH em
um paciente com histéria pregressa de linfoma folicular; a mesma translocagao foi
observada um ano e meio apds em uma terceira neoplasia que se desenvolveu
no mesmo paciente (linfoma difuso de grandes células B - LDGCB)'?. Ainda, em
um relato de caso recente, Hure e cols. (2012) descreveram a presenca da
translocagcdo envolvendo os genes da ciclina D1 e da cadeia pesada de
imunoglobulina em células do SH, em um paciente com diagndstico sincronico de
Linfoma do Manto (LM)'®. Outros achados semelhantes descritos em neoplasias
de linhagem B (e.g. Leucemia Linfocitica Crénica / Linfoma Linfocitico, Linfoma de
Zona Marginal Extranodal, etc), além da identificagdo de fatores de transcricao
desta linhagem em histiocitos neoplasicos (e.g. OCT-2, PAX-5), levaram a
elaboracdo de pelo menos trés teorias envolvendo a etiopatogenia do SH: (1)
origem clonal comum entre as neoplasias a partir de uma célula pluripotencial, (2)

desdiferenciagao, e (3) transdiferenciacéo'®?'222324

A existéncia de uma origem
clonal comum implica na existéncia de uma célula progenitora neoplasica capaz
de se diferenciar em linhagem B e mieldide a depender da natureza do estimulo
(B-cell / myeloid progenitors — BMP), sendo ela quiescente durante a maior parte
do tempo e, portanto, resistente aos esquemas quimioterapicos disponiveis.
Células dessa natureza foram observadas na medula éssea normal de seres
humanos adultos, apresentando o perfil: CD34+, CD19+, CXCL4 -. A depender do
meio em que estéo inseridas, as BMP seriam capazes de formar coldnias linfoides
ou mieldides®*?°. A suposta presenca de células pluripotenciais envolvidas na
génese do SH também chama atencdo para a concomiténcia dessa neoplasia

com tumores de células germinativas do mediastino. A teoria do processo de

diferenciacdo em duas etapas (ou da “desdiferenciagcdo”) também tem sido
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bastante discutida. De acordo com essa teoria, uma célula B madura, que teve
sua passagem pelo centro germinativo e sofreu hipermutagcdo somatica, seria
capaz de regredir em seu estagio de diferenciagdo, e seguir rumo a outra
linhagem (mieldide, por exemplo). Desse modo, a despeito de seu imunofendtipo
histiocitico, rearranjos em regiées variaveis de IGH permaneceriam nesses
tumores, apontando para uma possivel origem de células B. Os fatores que
levariam a esse fendbmeno ndao sdo bem compreendidos, porém acredita-se que
alteragdes genéticas e epigenéticas estejam envolvidas na mudanga do perfil de
fatores de transcricdo da célula B. Essa participacdo foi questionada apds
diversas descricbes sobre o aumento da expressdo de fatores envolvidos na
diferenciacdo macrofagica (e.g. C/EBP-a, C/EBP-f e PU.1) em histiocitos
neoplasicos, bem como pela auséncia de expressdo de fatores importantes no
“comprometimento” com a linhagem B (e.g. PAX-5, BOB.1)*"?2%2% X|E e cols.
(2004) apontaram, por meio de estudos in vitro, que as células B podem sofrer
‘reprogramagao” em um ambiente propicio®. Outro ponto interessante é a
manutencdo da expressdo de OCT-2 em histiocitos neoplasicos, um fator
presente em células B e envolvido na formagdo do centro germinativo; desse
modo, as células do SH sdo negativas para marcadores de imunofenétipo B,
porém mantém a expressao de OCT-2, sugerindo também uma origem a partir de
célula B?. A terceira teoria envolvida na origem do SH é a da
“transdiferenciagdo”. Wang e cols. (2011), ao estudar um caso de SH e LDGCB
em um paciente com historia prévia de LF, sugeriram que diferentes subclones de
células B maduras do LF foram capazes de evoluir por diferentes rotas (“evolugéo
divergente”): uma para linhagem B (originando um LDGCB), e outra para a

linhagem histiocitica (originando um SH), o que os autores denominaram
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‘cisevolucdo” e  “transevolugao’, respectivamente23. Na teoria da
transdiferenciagcdo, mesmo uma célula B madura, aparentemente comprometida
com sua linhagem, seria capaz de modificar-se fenotipicamente, e dar origem, de
modo direto, a uma célula de outra linhagem. Shao e cols. (2011), em dois dos 7
casos estudados entre SH e SCD, descreveram a expressao fraca de PAX-5 em
células dendriticas neoplasicas e de aspecto histiocitico. Uma vez que o PAX-5
indica comprometimento com a linhagem B, os autores interpretaram esse achado
como possiveis células em etapa intermediaria de transdiferenciacao; os demais
casos descritos na literatura apontam para a auséncia de PAX-5 no SH/SCD,
mesmo nos casos fortemente sugestivos de monoclonalidade com neoplasias de
células B?. Os achados descritos na literatura e citados anteriormente apontam
para um potencial de plasticidade celular maior do que o imaginado, mesmo em

células que estao aparentemente em seu estagio terminal de diferenciagao.

Salientam-se os casos de SH que se desenvolvem em pacientes sem
histéria prévia de neoplasias germinativas ou de células B, ndo s&o relatados
rearranjos clonais ou as translocagdes anteriormente citadas, exceto por um
artigo na literatura®. A presenca de mutagdes envolvendo o gene de Fas-L e a via
extrinseca da apoptose, além da desregulagcédo do padrdao Th2 de resposta imune
(com expressdo anormal de IL-4 e IL-10) também foi levantada com um fator
possivelmente associado ao surgimento do SH em pacientes com Sindrome Auto-
imune Linfoproliferativa (SALP) e Doencga de Rosai-Dorfman (DRD)”. Wu e cols.
(2008) associaram, ainda, a historia pregressa de irradiacdo em sistema nervoso

central com o desenvolvimento de SH nesta topografia.

Os estudos citogenéticos realizados no SH sdo raros em literatura e
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demonstram resultados que refletem a heterogeneidade desta neoplasia. Entre as
anormalidades descritas estdo a trissomia do cromossomo 9, delecdo do braco
longo do cromossomo 5 e trissomia do cromossomo 8. Ha relatos de cariétipos

normais em uma proporgéo de casos”" %,

A metodologia da CGH (hibridacdo gendbmica comparativa), descrita por
Kallioniemi et al. (1994), permite a analise de perdas e ganhos de regides em todo
0 genoma, sem desvios para qualquer regido cromossémica em particular. Para
esta metodologia € requerida pequena quantidade de DNA e pode ser aplicada a
tecido fixado e/ou incluido em parafina®*. O procedimento padrdo é a marcacgéo
de DNA tumoral e de referéncia (normal) em iguais razdes molares com diferentes
haptenos (sondas). Este conjunto de sondas marcadas € misturado para permitir
uma competicdo entre elas quando da hibridizacdo em metafases normais. A
quantidade de DNA teste ou de referéncia ligado ao cromossomo normal é
caracterizada pela intensidade da fluorescéncia, tomando-se como referéncia a
hibridizagdo dos DNAs normais na lamina controle. Recentemente, foi descrito o
método de CGH baseado em arrays (CGH arrays), o qual é utilizado na detecgao
de regides minimas de delegbes e amplificagbes gendmicas. O principio
metodoldgico € semelhante ao da CGH cromossdmico, entretanto, supera suas
limitacbes de resolucdo pelo uso de clones imobilizados em uma lamina de vidro
em posicao bem definida. Alvos de DNA para microarray podem ser derivados de
clones genémicos incluindo YACs (0,2 a 2 Mb em tamanho), BACs (300 kb), P1s
(~70-100 kb), PACs (~130-150 kb) e cosmideos (~30-45 kb) sendo, portanto, de
varias ordens de magnitude menores do que os cromossomos alvo. Esta

diminuicdo no tamanho do alvo aumenta o poder de deteccdao de nao-
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balanceamentos gendmicos em comparagao com o CGH cromossdmico®’. O DNA
teste diferencialmente marcado (tumoral) e o de referéncia (controle) sdo co-
hibridizados em fragmentos genémicos clonados e fixados em posi¢des definidas
formando um chip. Os DNAs hibridados sdo detectados pelo uso de dois
fluorocromos distintos. Diferengas na intensidade digitalizada dos padrdes de
hibridacdo do DNA podem ser interpretadas como diferengas no numero de
copias entre os genomas teste e de referéncia. Existe apenas um relato em
literatura utilizando a metodologia de CGH array em amostras de SH canino, visto
que esta neoplasia é frequente nestes animais. Dentre as altera¢des encontradas,
os autores deram énfase as perdas no genes CDKN2A/B, RB1 e PTEN*,

INK4A/ARF, CDKN2A/p14ARF, TP53 e MDM233343536.37.38.39.40

.Com as novas descobertas sobre o genoma humano, os RNAs nao
codificadores (miRNA) surgiram como importantes fatores moleculares que
desempenham um papel fundamental na regulacédo da expressao génica‘”. Os
MiRNAS correspondem a pequenas sequencias de 20 a 24 nucleotideos que
atuam na regulacdo da expressdo génica pela repressdo da tradugdo ou
degradacdo do transcrito*>*3. Atualmente, plataformas com 377 miR possibilitam
a pesquisa de perfis, que sdo analisados por programas especificos. Estes perfis
sao altamente especificos para cada neoplasia. Os miRNAS tém um importante
papel em processos biolégicos normais como desenvolvimento, apoptose,
diferenciacao e proliferacdo celular, contribuindo também com o desenvolvimento

e progressao de diversos tipos tumorais***°.

Até o momento, ndo ha trabalho na literatura que proponha a analise do

perfil de miRNA em amostras de SH de humanos ou mesmo cées, onde a
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prevaléncia da doenga € maior. A importancia destes estudos estaria voltada na
capacidade de grupos de miRNAs estarem associados a vias que venham a
explicar as diferentes teorias de etiopatogenia, descritas previamente, e indicar
genes e proteinas-alvo relacionadas a futuras terapias especificas. Apesar do
progresso observado no estudo da patogenia do SH, a raridade dessa neoplasia
aparentemente tem limitado o avango no conhecimento do comportamento
bioldgico, reconhecimento (diagnostico morfolégico e imunoistoquimico) e melhor

abordagem terapéutica.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar, em SH humanos alteragcbes no padrédo de ganhos e perdas
genbmicas, pela técnica de CGH array, perfil de expressdao de miRNAs, critérios

morfolégicos e de possiveis marcadores imunoistoquimicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a expressdao das proteinas candidatas a melhor definicdo

diagnostica morfoldgica do SH utilizando-se a técnica de imunoistoquimica;

» ldentificar os principais critérios morfolégicos que possam levar a

suspeita e diagnostico anatomopatoldgico desta neoplasia;

» ldentificar quais as neoplasias malignas que morfologicamente podem

levar ao subdiagndstico anatomopatolégico de SH;

> ldentificar os principais miRNa associados a patogenia do SH e futuros

alvos terapéuticos.




Consideracdo



Consideragdo 36

Em virtude da qualidade inadequada das amostras fixadas e incluidas em
parafina, resultando em DNA de baixa qualidade, optou-se por excluir a técnica

de CGHarray
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RESUMO

O Sarcoma Histiocitico (SH) € uma neoplasia maligna caracterizada pela
proliferagdo de células grandes que possuem aspecto morfolégico e
imunofenotipico semelhantes ao histiécito maduro tecidual. E uma neoplasia rara,
perfazendo menos que 1% dos Linfomas N&o-Hodgkin. Tal raridade pode ser
explicada pela dificuldade de sua caracterizacdo diagndstica e morfoldgica,
confundindo-se com outras neoplasias malignas pleomdérficas. Os objetivos do
presente estudo sao: avaliar do perfil de MicroRNA (miRNA), apontar os principais
critérios morfolégicos e marcadores imunoistoquimicos (IMH) que venham a
definir esta entidade e identificar quais entidades que erroneamente podem levar
a subdiagnostico.Para tanto, foram revisados 7.600 laudos anatomopatolégicos e,
destes, foram selecionados 47 casos possiveis de SH, com apresentagcao nodal.
Somando-se a estes, quatro casos sabidamente com diagndstico de SH foram
incluidos na analise. Foram avaliados 12 critérios morfolégicos e 05 marcadores
IMH. Dos 47 casos, foram localizados 07 SH, cujo diagnéstico inicial foi de
neoplasia indiferenciada metastatica (carcinoma indiferenciado) ou melanoma
metastatico. Os marcadores IMH que se mostraram mais eficientes para
complementacgao diagnéstica foram CD163 e CD68. A avaliagéo do perfil de 377
mMiRNAs demonstrou clusterizacdo de 51 miRNA, quando comparado ao controle,
sendo 44 hipoexpresssos e 07 hiperexpressos, sendo os mais relevantes: miR-
10b-5p, MmiR-455-5p e miR-19 (hiperexpressos); miR-486-5p, miR-92a, miR-15b-
5p (hiporegulados). Tais miRNA estdo envolvidos nas vias da apoptose,
crescimento e proliferagdo celular. Os principais genes envolvidos na patogenia e
candidatos a validagao com futuros estudos sao: ERBB2, TGFB1,TNF( ativados)
e TP53 e PD98059 (inibidos).Tais genes podem corresponder a futuros alvos

terapéuticos.

Palavras chaves: Sarcoma Histiocitico, Morfologia, Imunoistoquimica, MicroRNA
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ABSTRACT

Histiocytic sarcoma (HS) is a malignant neoplasm characterized by the
proliferation of large cells that have morphological and immunophenotypic features
similar to mature tissue histiocytes. It is a rare neoplasm, accounting for less than
1% of non-Hodgkin lymphomas. This rarity is partly explained by the difficulties in
its diagnostic and morphological characterization, since it is confused with other
pleomorphic malignant neoplasms. The objectives of this study were to evaluate
changes microRNA profile (miRNA), determine the principal morphological criteria
and immunohistochemical markers (IMH) that could define this entity, and identify
entities that can mistakenly lead to underdiagnosis. To achieve this, 7,600
pathology reports were reviewed and, of these, 47 possible cases of HS with nodal
presentation were selected. Four cases with an established diagnosis of HS were
also included in the analysis. Twelve morphological criteria and 5 IMH markers
were evaluated. Among the 47 cases, 7 cases of HS were identified that had
initially been diagnosed as undifferentiated metastatic neoplasm (undifferentiated
carcinoma) or metastatic melanoma. The IMH markers that were most efficient for
complementary diagnosis were CD163 and CD68. Evaluation of the profiles of 377
miRNAs showed clustering of 51 miRNA compared with the control; 44 were
hypoexpressed and 7 were hyperexpressed and the most relevant were: miR-486-
5p, miR-92a, miR-15b-5p (hyporegulated); and miR-10b-5p, miR-455-5p and miR-
19 (hyperexpressed). These miRNA are involved in apoptosis, cell growth and
proliferation pathways. The main genes involved in pathogenesis and candidates
for validation in future studies are: ERBB2, TGFB1, TNF (activated); and TP53
and PD98059 (inhibited). These genes may represent future therapeutic targets.

The CGH-array proved to be unfeasible in paraffin-embedded samples.

Keywords: Histiocytic Sarcoma, Morphology, Immunohistochemistry, MicroRNA




Artigo 41

INTRODUGAO

O Sarcoma Histiocitico (SH) € uma neoplasia hematopoética rara, que
corresponde a menos de 1% dos linfomas ndo-Hodgkin (LNH), e cujas
caracteristicas morfolégicas e imunofenotipicas remetem a diferenciagao
histiocitica (ou macrofagica)'2. Em sua definicdo, proposta inicialmente por Mathé
e cols., é necessaria a exclusdao da proliferacdo relacionada a Leucemia
Monocitica Aguda®. Associada & raridade dessa neoplasia, controvérsias
historicas existentes em sua terminologia, critérios diagnosticos e grande
variabilidade de apresentacdo clinica tém dificultado sua caracterizagdo e
reconhecimento, possivelmente levando a diagndsticos equivocados®®.  Por
defini¢cdo, se origina de células hemopoiéticas imaturas da medula éssea, que o
diferencia dos Sarcomas de Células Dendriticas Foliculares, Sarcoma de Células
Dendriticas Interdigitantes, Tumor de Células Fibroblasticas Foliculares e
Xantogranuloma Juvenil, que se originam de células mesenquimais dendriticas-

relacionadas®.

Na epidemiolégia do SH observa-se ligeiro predominio pelo sexo
masculino, acometendo criangas e adultos, sendo estes geralmente a partir da 52
década de vida (idade media 55 anos)®. Takahashi e Nakamura descrevem, por
sua vez, a existéncia de uma distribuicdo etaria bimodal, com dois picos de
incidéncia: de 0 a 29 anos, e um pico maior de 50 a 69 anos de idade’. A maioria
dos casos de SH desenvolvem-se em sitios extranodais, sendo os principais:
pele, partes moles, e trato gastrointestinal, podendo mais raramente comprometer

outros sitiog #8910:11.1213

As manifestagbes clinicas associadas a essa neoplasia sdo diversas,
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variando de manifestagdes sistémicas (e.g. febre, perda ponderal) a sinais e
sintomas localizados, como erupcédo cutanea, lesdes Osseas liticas, tosse,
hepatoesplenomegalia, adenomegalia, e dor abdominal decorrente de

sangramento ou de obstrucdo intestinal %%,

Alteracées laboratoriais como
trombocitopenia refrataria, pancitopenia, hipoalbuminemia e
hipogamaglobulinemia também sao descritas na literatura 415 De modo geral, o
SH apresenta comportamento agressivo e evolugao rapida com pobre resposta a
quimioterapia e/ou radioterapia, porém existem relatos de excegdes. Diante do
limitado numero de casos estudados na literatura, ndo existem evidéncias quanto

a melhor abordagem terapéutica para esta neoplasia em cada situacdo, bem

como parametros prognosticos.

Em seu aspecto histoldgico, o SH é heterogéneo, com cerca de 20 critérios
morfolégicos descritos em literatura, onde se destaca seu padréo difuso de
crescimento, células grandes, bizarras e com citoplasma eosinofilico, além de
aspecto pleomoérfico, em meio a um estroma reacional. Entretanto, outras
neoplasias malignas de maior incidéncia (i.e. carcinomas indiferenciados,
melanomas, sarcomas, linfoma de Hodgkin, outros LNH) também apresentam
aspectos morfolégicos semelhantes ao SH, sendo necessario extenso painel
imunohistoquimico para confirmar a linhagem histiocitica e afastar esses
diagndsticos diferenciais. A busca por um painel de marcadores voltado para a
determinacdo da linhagem histiocitica revelou ao longo dos anos diversos
marcadores uteis, como CDG68, lisozima, proteina S-100, vimentina, e CD163,
2,4,10,16,17. A

sendo este ultimo atualmente considerado o mais especifico

etiopatogenia do SH permanece desconhecida. Diversos estudos tém relatado o
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aparecimento sincrénico do SH com neoplasias germinativas do mediastino e/ou
de células B maduras (ou em pacientes com histéria pregressa dessas
neoplasias); a analise de rearranjos clonais nos genes IGH e IGK, bem como o
compartilhamento de translocagdes entre ambas as neoplasias, tem apontado
para uma possivel origem clonal do SH a partir de neoplasias de células B pré-

existentes'l0,16,18,,19,20.

Wang e cols., (2011) observaram a presenga da
translocacao t(14; 18) (IGH/BCLZ2) em células neoplasicas do SH em um paciente
com histdria pregressa de linfoma folicular; a mesma translocagao foi observada 1
ano e meio apos em uma terceira neoplasia que se desenvolveu no mesmo
paciente (linfoma difuso de grandes células B - LDGCB) 2'. Ainda, em um relato
de caso recente, Hure e cols., (2012) descreveram a presenca da translocagao
envolvendo os genes da ciclina D1 e da cadeia pesada de imunoglobulina em
células do SH, em um paciente com diagnéstico sincrénico de Linfoma do Manto
(LM)16. A suposta presenga de células pluripotenciais envolvidas na génese do
SH também chama atencao para a concomitancia dessa neoplasia com tumores
de células germinativas do mediastino. Os estudos citogenéticos realizados no SH
sdo raros em literatura e demonstram resultados que refletem a heterogeneidade
desta neoplasia. Entre as anormalidades descritas estdo a trissomia do
cromossomo 9, delecdo do brago longo do cromossomo 5 e trissomia do
cromossomo 8. Ha relatos de cariétipos normais em uma propor¢cao de
casos?*??* Na literatura existe apenas um relato utilizando a metodologia de
array em amostras de SH canino, visto que esta neoplasia é frequente nestes
animais. Dentre as alteragdes encontradas, os autores deram énfase as perdas

no genes CDKN2A/B, RB1 e PTEN?, INK4A/ARF, CDKN2A/p14ARF, TP53 e

MDM2 26,27,28,29,30,31,32,33.
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Com as novas descobertas sobre o genoma humano, os RNAs (miRNAs)
nao codificadores surgiram como importantes fatores moleculares que
desempenham um papel fundamental na regulagdo da expressao génica34. Os
mMiRNA correspondem a pequenas sequencias de 20 a 24 nucleotideos que
atuam na regulagdo da expressdo génica pela repressdo da tradugdo ou
degradacgao do transcrito®>*°. Os miRNAS tém um importante papel em processos
biolégicos normais como desenvolvimento, apoptose, diferenciagao e proliferagao
celular, contribuindo também com o desenvolvimento e progressdo de diversos
tipos tumorais®’*®. Os objetivos deste estudo s&do: avaliar o perfil de miRNA em
SH humanos, previamente diagnosticados, analisar a expressao proteica, pela
técnica de imunoistoquimica (em casos suspeitos e confirmados) e avaliagao
morfolégica. Estes dados poderdo contribuir para melhor compreensao da

patogenia, diagndstico morfoldgico e futuras terapias-alvo.

CASUISTICA E METODOS

Caracterizagao da amostra:

A partir da andlise retrospectiva de 7.600 laudos anatomo-patoldgicos
presentes nos arquivos do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
de Botucatu (FMB-UNESP), no periodo de 1988 a 2006, dos livros de “Biopsia
de Consulta Externa”, foram selecionadas 140 casos cujas hipéteses
diagnésticas envolviam o SH e seus diagnésticos diferenciais, subdivididos

em trés grupos, a saber: casos cujo diagndéstico envolvia os termos: “linfoma
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histiocitico”, “linfoma histiocitico verdadeiro”, “histiocitose maligna”, “sarcoma

” “* ” 113 ” “*

histiocitico”, “neoplasia histiocitica maligna”, “histiocitoma maligno”, “linfoma nao-
Hodgkin com predominancia histiocitica”, “linfoma histiocitoide”, “carcinoma de
células histiocitdides”, “linfoma de Hodgkin tipo histiocitico” (agrupados como
“lesoes histiociticas malignas”), casos cuja nomenclatura ndo envolvia o termo
histiocito, porem com termos padronizados: metastase linfonodal de melanoma
maligno sem lesdo primaria conhecida, metastase linfonodal de carcinoma
indiferenciado sem lesédo primaria conhecida, metastase linfonodal de sarcoma
fusocelular, linfoma anaplasico, linfoma difuso de grandes células B, linfoma de
Hodgkin — deplegao linfocitica, “linfoma nao-Hodgkin pleomorfico de grandes
células”, ‘“linfoma pleomorfico”; casos cuja conclusdo diagndstica era
indeterminada: “neoplasia indiferenciada”, “metastase de neoplasia indiferenciada,
linfoma n&o-Hodgkin de alto grau nao responsivo a CHOP”, sarcoma
indiferenciado”, “neoplasia maligna metastatica de grandes células” estes
agrupados como “outros diagnésticos suspeitos”. Destes trés grupos foram
selecionados 47 casos, que tiveram a apresentagao clinica nodal e condigées
técnicas adequadas (bloco disponivel e amostra representativa). As laminas de
Hematoxilina-Eosina foram selecionadas para avaliagdo morfolégica e marcagao
de area para confecgdo do Microarranjo de Tecidos (TMA). Foram incluidos
quatro casos diagnosticados como SH pela morfologia e estudo imunoistoquimico,

provenientes do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de

Botucatu, UNESP, representando casos controles positivos.

Esse estudo tem a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP ( numero 2718/08).
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Avaliagao morfolégica dos casos

A partir das laminas de Hematoxilina-Eosina, utilizadas para a identificagcao
de regides de interesse, foi feita a avaliagdo morfolégica de cada caso, apontando
a presenga ou auséncia de cada aspecto, a saber: (1) tamanho celular (médio a
grande), (2) presenca de cromatina vacuolada, (3) presenga de carioteca
irregular, (4) presenca de inclusédo nuclear, (5) citoplasma eosinofilico vacuolado,
(6) células bizarras, (7) coesividade, (8) morfologia epitelidide, (9)

hemofagocitose, (10) infiltrado inflamatério, (11) hemossiderina, e apoptose (12).

Confecc¢ao do Micro Arranjo de Tecidos (TMA)

A plataforma de TMA foi confeccionada no Departamento de Patologia da
Faculdade de medicina de Botucatu-UNESP. Foram incluidas amostras
diagnosticadas como SH e casos suspeitos de SH, rastreados por critérios
morfolégicos e imunoistoquimicos. A elaboragao da plataforma ocorreu conforme
descrito por Nagai et al., (2007): foram identificadas regiées de interesse para o
estudo a partir de laminas de Hematoxilina-Eosina dos casos selecionados; em
seguida, foram obtidas amostras circulares (com 1.0 mm de didametro)
representativas dessas regides a partir dos blocos correspondentes, sendo que
cada amostra obtida foi disposta em bloco receptor, por meio de um aparelho
Tissue Microarrayer (Beecher Instruments®, Silver Spring, USA), assumindo
espacamento de 0.2 mm entre dois cores. Para cada plataforma confeccionada,
foi simultaneamente elaborado um mapa contendo a localizagdo exata de cada

caso. As laminas originadas de blocos receptores foram imersas em uma camada
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de parafina e mantidas a -20°C até 24h antes das reagdes de imunoistoquimica®.

Estudo Imunoistoquimico (IHQ)

Para o estudo imunoistoquimico utilizou- se os anticorpos primarios:
proteina S-100 (DAKO,1:200), CD68 (DAKO, 1:100), CD163 (DAKO, 1: 100),
Vimentina (DAKO, 1:200) e Lisozima (DAKO, 1:200). A técnica de IHQ foi
realizada seguindo o protocolo padrédo do Departamento de Patologia, Hospital
das Clinicas, UNESP, Botucatu. Foram obtidas secc¢des de 3um de espessura, €
montadas em laminas adesivas (Instrumedics Inc ®, Hackensack, NJ). Em
seguida, as laminas passaram por processo de desparafinizacdo em xilol, seguido
por etanol absoluto, como preparo para a hidratagdo em agua corrente. O
bloqueio da peroxidase enddégena foi realizado em solugdo de peréxido de
hidrogénio a 3%, durante 10 min, em temperatura ambiente. Para a etapa de
recuperagcado antigénica, as laminas foram imersas em tampéo citrato 0,01M,
pH=6,0 e colocadas em camara pressurizada (Pascal, DakoCytomation,
Dinamarca) por 3 min. As laminas foram dispostas em bandejas especiais e
receberam os anticorpos primarios diluidos em albumina bovina sérica (BSA) 1%,
permanecendo incubados a 4°C overnight. Em seguida, foram aplicados os
anticorpos secundarios, seguidos do polimero de detecgéo, por 30 min cada um
(HiDef Detection TM, HRP System, 954D-30, Cell Marque, Rocklin, CA, USA).
Para a etapa de revelacéo, foi utilizada solugéo de 3,3’ diaminobenzidina (DAB
Dako Cytomation, K3468) por 5 min, e a contracoloracdao foi feita com
Hematoxilina de Harris. Os cortes foram desidratados em etanol com graduacgdes

crescentes (60%, 65%, 95% e 100%) e diafanizados em xilol, sendo as laminas,
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por fim, montadas em resina sintética (Permount, FISHER SP, 15-500). Na leitura
das reacgdes foram considerados os critérios de intensidade e extensdo da
imunomarcacao: A) intensidade, variando de 0 a 3 (onde 0 = marcacgéao nula, 1 =
fraca, 2 = moderada, 3 = forte), e B) extensao, variando de 0 a 3 (onde 0 =
marcacao nula, 1 = até 1/3 do core, 2 = de 1/3 a 2/3 do core, 3 = acima de 2/3 do

core).

Ensaio de expressao de miRNA em larga escala

Foram selecionadas 4 amostras de casos confirmados de SH. O RNA total
das amostras sera isolado com o reagente Trizol (/nvitrogen Life Science
Technologies, Carlsbad, CA, USA) conforme recomendacgdes do fabricante e sera
estocado em freezer -80°C até a utilizagdo. A quantificacdo da expresséo de
miRNAs sera realizada pelo sistema TagMan Human MicroRNA Assay Set v2.0
(Applied Biosystems) no aparelho 7900 HT Fast Real Time PCR (Applied
Biosystems). Para a sintese de cDNA sera utilizado um conjunto de iniciadores
pré-definidos desenhados de forma que permanecam em uma estrutura de loop
(Megaplex™ RT Primers, Applied Biosystems). O pool de iniciadores Megaplex
RT primers (Human Pool A) sera utilizado para os ensaios com as plataformas de
array. Este kit contém iniciadores para 377 miRNAs especificos e para trés
miRNAs controles enddégenos e um controle negativo. Para a sintese de cDNA
sera utilizado 3 pL (350ng) de RNA total e 4.5 puL do mix de reagdo Megaplex™
RT Primers A (Applied Biosystems) em um volume final de 7,5uL de reagéo por
amostra, segundo as instrugbes do fabricante (Applied Biosystems). Uma vez

convertido em cDNAs, estes miRNAs serdao submetidos a uma etapa de
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amplificagdo utilizando o Kit Megaplex™ PreAmp Primers Human Pool A e
TagMan® PreAmp Master Mix (Applied Biosystems). Para a PCR seréo
adicionados 450uL de TaqMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase®
UNG, 2X (Applied Biosystems), 6uL do produto amplificado e 444uL de agua,
deste mix, um volume de 100 pL sera transferido para cada uma das 8 portas de
entrada da plataforma TagMan MicroRNA Array que sao conectadas por canais
de microfluidos até os 48 micro-wells que contém os primer/probe TaqMan
liofilizados. A plataforma sera centrifugada duas vezes por 1 minuto a 1200 rpm
para distribuigdo uniforme do liquido na porta de entrada da plataforma a cada um
dos micro-wells. A plataforma sera selada e levada ao Biosystems Prism 7900HT
Fast Real-Time PCR sequence detection System (Applied Biosystems) para
quantificar os niveis de expressao de cada miRNA. As condi¢cdes da PCR serao
as que seguem: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 94,5°C, 30 segundos a 97°C, 1

minuto a 59.7°C durante 40 ciclos.

Analise estatistica

Trata-se de uma analise retrospectiva e descritiva. As comparagoes entre
os valores de expressao de miRNA para os grupos serao realizadas pelo teste
nao paramétrico de Mann-Whitney. Para quantificacdo da expressdo dos miRNA

de interesse utilizou-se o modelo matematico proposto por PFAFFL (2001).
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RESULTADOS

Dos 47 casos representados no TMA, a distribuicdo de hipoteses
diagnosticas prévias a consulta em ordem decrescente, foi: metastase de
carcinoma indiferenciado (21 casos — 31,8%), metastase de melanoma (14 casos
— 21,2%), outros diagndsticos (9 casos — 13,6%), linfoma anaplasico (6 casos —
9%), linfoma de Hodgkin deplecao linfocitica (5 casos — 7,5%), linfoma difuso de
grandes células B (4 casos — 6%), lesdes histiociticas malignas sem especificagéo
(3 casos — 4,5%), e sarcoma fusocelular (3 casos — 4,5%). Dentro do grupo
“outros diagndsticos”, estao: linfoma sem especificagao, linfoma ndo-Hodgkin com
predominio histiocitico, fibro-histiocitoma maligno, e neoplasia indiferenciada sem
especificacdo. Vale pontuar que o maior numero de hipdteses diagndsticas se
deve ao fato de que, em diversos casos, o patologista do servico de origem
enviou mais de uma hipdtese (47 casos representados e 66 hipoteses
diagnosticas). O Grafico 1 ilustra a distribuicdo das hipoteses diagndsticas de

casos incluidos na plataforma de TMA.
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Grafico 1 — Distribuicado (numero de casos / %) das hipoteses diagndsticas dos
casos do TMA .

Observa-se que: 57,5% dos casos foram enviados com hipdteses
diagnosticas nao relacionadas a neoplasias malignas linfo-hemopoéticas
(metastase de melanoma, metastase de carcinoma indiferenciado e sarcoma

fusocelular).
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Avaliagao morfolégica:

Tamanho celular médio a grande foi observado em 47 casos (100%),
citoplasma eosinofilico e vacuolado em 40 casos (85%), cromatina vacuolada em
37 casos (78%), morfologia epitelidide e apoptose em 35 casos (74%), presenca
de infiltrado inflamatério peritumoral em 32 casos (68%), presenga de coesividade
celular em 28 casos (60%), presenca de células bizarras em 25 casos (53%),
carioteca irregular em 24 casos (51%), inclusdo nuclear em 12 casos (25,5%),
hemofagocitose em 9 casos (19%), e depdsito de hemossiderina em apenas 2

casos (4%).Tabela1/ Fig.1.

Tabela.1 — Caracteristicas morfoldgicas dos 47 casos avaliados

Tamanho celular médio a grande 100%
Citoplasma eosinofilico e vacuolado 85%
Cromatina vacuolada 78%
Morfologia epitelidide e apoptose 74%
Infiltrado inflamatério 68%
Coesividade cellular 60%
Células bizarras 53%
Carioteca irregular 51%
Incluséo nuclear 25,5%
Hemofagocitose 19%
Hemossiderina 4%

Numeragao dos critérios conforme descrigdo morfolégica:

(1) tamanho celular (médio a grande), (2) presenga de cromatina vacuolada, (3) presenca de
carioteca irregular, (4) presenca de inclusdo nuclear, (5) citoplasma eosinofilico vacuolado, (6)
células bizarras, (7) coesividade, (8) morfologia epitelidide, (9) hemofagocitose, (10) infiltrado
inflamatério, (11) hemossiderina, e apoptose (12).




Fig.1 -

Aspectos morfolégicos avaliados na coloragdo de Hematoxilina Eosina: A)
células grandes, coesividade celular, eosinofilia citoplasmatica, citoplasma
vacuolado, nucleos pleomorficos, nucléolos evidentes; B), C) e D) infiltrado
inflamatario, fagocitose de linfocitos H.E. 400X e 100X.
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Estudo Imunoistoquimico:

O estudo imunoistoquimico, das plataformas de TMA, revelou Fig.2:

1- Lisozima: 47 amostras sendo encontrados 1 caso positivo

(intensidade / extenséo = 2/3).

2- S-100: 47 amostras incluidas, sendo encontrado 2 casos positivos

(intensidade / extenséo = 3/3).

3- Vimentina: 47 amostras incluidas, sendo todos os casos
negativos.
4- CD68: 47 amostras incluidas, sendo encontrados 7 casos

positivos, difusamente (intensidade / extensao = 3/2).

5- CD163: 47 amostras incluidas, sendo encontrados 7 casos

positivos (todos com positividade intensa e difusa 3/3).
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confirmando SH. IMH, 200X;
IMH, 200X;

C) Analise imunoistoquimica: marcador CD68 positivo, confirmando SH. IMH, 200X;
, confirmando SH. IMH, 400X;

D) Analise imunoistoquimica: marcador Lizosima positivo

E) Andlise imunoistoquimica: marcador CD 163 positivo
F) Analise imunoistoquimica: marcador Vimentina negativo.

Fig. 2 -A) e B) Caso estudado com morfologia indeterminada. HE,200X.
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O diagndstico de SH foi firmado a partir do achado da positividade de pelo
menos um marcador de linhagem histiocitica (CD68 e CD163) associado a
presenca de critérios morfolégicos descritos previamente, conforme proposto pela

literatura’.

Foram observados sete casos positivos para CD68, que também o foram
para CD163, ndo sendo observados casos com positividade isolada para nenhum
desses marcadores. Esses casos foram negativos para lisozima, vimentina, e

proteina-S100.

A Tabela 3 apresenta caracteristicas epidemiolégicas, morfologicas e perfil
imunoistoquimico de todos os casos de SH diagnosticados no servico de

Patologia da FMB-UNESP.




Tabela 3 — Distribuicao das caracteristicas dos casos de SH diagnosticados no servigo de Patologia da FMB-UNESP

co HD Prévia Diagnéstico Sexo Idade Etnia Sitio Marcadores Positivos Aspectos
final (anos) primario Morfolégicos
CO1 NE SH masculino 30 branco pele CD68, CD163, Vimentina, 1,2,3,4,5,6, 7,8,
Lisozima, S100 10, 11, 12
CO2 NE SH feminino 65 branca linfonodo CD68, CD163, Vimentina, 1,2,3,4,5,6,7,8,
Lisozima, S100 9,10, 11
CO3 NE SH feminino 42 branca intestino CD68, CD163, Vimentina, 1,2,3,4,5,6,7,8,
Lisozima, S100 10, 11, 12
CO4 TT/CEM* TT/CEM+SH masculino 21 branco MO CD68, CD163, Lisozima 1,2,3,4,6,7,8,10
CO5 NISE SH ND ND ND ND CD68, CD163 1,5,7,8, 12
CO6 MCI SH ND ND ND ND CD68, CD163 1,2,3,5,6,7, 8, 10,
12
COo7 MM, LSE SH feminino 70 branca linfonodo CD68, CD163 1,2,3,5,6, 8, 10,
12
cos8 NISE SH masculino 71 branco linfonodo CD68, CD163 1,2,3,7,8,12
CO9 SH SH feminino 74 branca linfonodo CD68, CD163 1,2,3,5,6,7,8,9,
10
CcO 10 SH SH ND ND ND pele CD68, CD163 1,2,3,4,5,6, 8, 10,
11,12
CO 11 LDGCB, SH SH feminino ND ND pele CD68, CD163 1,2,5,6,7,8,9

Abreviagdes: CO — casos para consultoria; HD — hipétese diagnéstica; SH — Sarcoma Histiocitico; MCl — Metastase de Carcinoma indiferenciado; MM —
metastase de melanoma; LDGCB - linfoma difuso de grandes células B; NISE — neoplasia indiferenciada sem especificagdo; LSE — linfoma sem
especificagdo; TT — teratoma; CEM — carcinoma embrionario do mediastino; NE — ndo existente; ND — ndo disponibilizado; *TT/CEM foram diagndsticos
sincrénicos; Numeros dos critérios morfoldgicos: (1) tamanho celular médio e grande; (2) cromatina vacuolada; (3) carioteca irregular; (4) inclusdo nuclear;
(5) citoplasma eosinofilico vacuolado; (6) células bizarras; (7) coesividade; (8) morfologia epitelidide; (9) hemofagocitose; (10) infiltrado inflamatério; (11)
deposito de hemossiderina; (12) presenga de apoptpse; DDE — diagnosticado durante o estudo, de modo prospectivo

by

L8
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Conforme apresentado na Tabela 3, foram diagnosticados 07 (14,8%)
casos de SH no servigo de Patologia da FMB-UNESP, apés revisdo morfologica e
painel selecionado. Foram incluidos quatro casos previamente diagnosticados
antes do inicio do estudo (CO1 a CO4), um deles diagnosticado no periodo do
estudo (CO4). E importante destacar que dentre os 07 casos diagnosticados de
modo retrospectivo, em apenas trés a hipotese de SH estava presente apenas
pela morfologia; nos demais casos, a avaliagdo morfolégica em si nao foi
suficiente para o diagndstico, permitindo apenas hipéteses nao especificadas
(como carcinoma, linfoma, neoplasia indiferenciada) ou mesmo outros diagndstico
(como metastases de melanoma ou de carcinoma indiferenciado). Os dois
principais diagnosticos diferenciais mais frequentemente, que necessitaram de
avaliacao imunoistoquimica para confirmar ou afastar a hipétese de SH, foram
metastase de Neoplasia indiferenciada sem especificagcao, Metastase de

Carcinoma e Metastase de Melanoma.
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Resultados no miRNA

A analise do perfil de miRNA obtido de quatro amostras de SH com
diagnodstico confirmado, em comparagao com o controles (linfocitos periférico),

mostrou “clusterizacdo” definida pela baixa ou hiper-expressao de miRNA. Figura

3.

Ha-miR-10k-p

hsa-miR-20a-3p

Cont1 Cont2 Cont3 Cont4 Cont5 Cont6 Caso1 Caso2 Caso3 Caso4 =$

Fig.3 - Matriz de expressédo do perfil de miRNAs de quatro amostras de SH
humanos e seis controles: “clusterizagao” demonstrando hiper expressao
(vermelho) e baixa expressdo (verde). Dendograma horizontal
representados pelos miRNA e vertical pelos casos controle (Cont) e
casos estudados (Caso).

Foram analisados 377 miRNA, destes, 51 se mostraram diferentemente
expressos, quando comparados com linfécitos normais (controle) (FDR
p<0,0001): 44 exibiram baixa expressao (verde) e 07 hiperexpressao (vermelho)

Figura 3 e Anexo 1. Dos miRNA hiperexpressos com FC alto, os mais relevantes
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sdo: miR-10b-5p, miR-455-5p e miR-19; dos baixo regulados com FC negativo

destaca-se miR-486-5p, miR-92a, miR-15b-5p. Anexo1

As possiveis vias indiretas de sinalizagdo celular associadas a estes

mMiRNAs s&o: as vias de crescimento e proliferacédo celular e apoptose. Figura 4.
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Fig. 4 - Principais vias de sinalizagao celular associadas aos miRNAs de quatro
amostras de SH humano.

Tais vias de sinalizacdo sdo observadas em outras neoplasias malignas,

com destaque para Leucemia Mieloide Crbnica. Figura 5.
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Fig. 5- Vias candnicas da expressdo de miRNA em SH humano: vias comuns a
outras neoplasias malignas.

Analises realizadas no Ingenuity Systems demonstram que os provaveis
genes alvo ERBB2, TGFB1, TNF encontram-se ativados e TP53 e PD98059,

inibidos.

DISCUSSAO

O SH é uma neoplasia rara, perfazendo menos de 1% dos linfomas néao-
Hodgkin e seu comportamento bioldgico, de modo geral, é agressivo'?.
Controvérsias histéricas existentes em sua terminologia, critérios diagnodsticos e,
grande variabilidade de apresentacéao clinica, tém dificultado sua caracterizacao e
reconhecimento, possivelmente levando a diagndsticos equivocados®®. Apesar
do crescimento no numero de estudos sobre a patogénese desta neoplasia, bem

como a busca por possiveis fatores prognésticos, a limitagdo ainda é clara. Esta
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decorre da raridade da doencga e da casuistica limitada observada na literatura,
sendo a maior a de JAFFE e col., 2004, com o estudo, multicéntrico relatando 15
casos com apresentacgao clinica extra-nodal’. O advento da imunoistoquimica e
de sua acessibilidade, fez com que diversas neoplasias pleomorficas, antes
diagnosticadas como carcinomas anaplasicos, linfomas anaplasicos, melanomas,
dentre outros, fossem confirmadas como SH'. Este fato gerou a seguinte
hipétese: para diagnostico de SH, alem dos critérios morfologicos, a
complementacgao por estudo imunoistoquimico, com marcadores mais especificos
levariam a diagndsticos mais precisos? Atualmente, é preconizado que o
diagndstico de SH deva ser feito baseado na morfologia, associada a presenca de
um dos marcadores de linhagem histiocitica, a saber: CD68 e CD163”. Nossos
resultados embasam as teorias acima, quando demonstra que 07 (14%) casos,
dentre 47 revisados, foram subdiagnosticados. Isso se deu devido ao fato de nao
estarem incluidos, no painel imunoistoquimico inicial, os marcadores CD68 e/ou
CD163. Em concordancia com a literatura, a positividade dos marcadores CDG8
e/ou CD163 se mostrou de forte (intensidade entre 2 e 3) e difusa (extensao entre
2 e 3); nao foi observada expressao focal para nenhum desses marcadores. Na
nossa casuistica os diagnésticos morfolégicos, que levaram ao maior conflito com
o diagnostica de SH foram: Carcinoma Indiferenciado, incluido nas hipéteses de
Neoplasia indiferenciada nao especificada e Melanoma Metastatico. Observamos
ainda que, a presenga de um unico marcador imunoistoquimico especifico
associado a linhagem histiocitica, e a presenga de critérios morfolégicos
selecionados, pdés-revisdo, como: tamanho celular (células grande e médias),
citoplasma eosinofilico e vaculado, coesividade celular e apoptose e presenca de

infiltrado inflamatdrio intra tumoral, foram suficientes para ao diagnostico final de
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SH. Este dado tem interesse clinico imediato, visto que, nos casos de neoplasias
indiferenciadas metastaticas, com sitio primario desconhecido, a suspeita de SH
deve ser firmada ou afastada com um marcador de linhagem histiocitica que,

necessariamente, deva ser incluido no painel de imunoistoquimico.

Interessante observar que, 100% dos casos novos encontrados na reviséo,
tiveram a imunoexpressao negativa para vimentina e S100. Explica-se este fato
pela qualidade do material estocado, que conforme descricoes prévias, pode ser
avaliada pela pesquisa deste marcador: a negatividade da vimentina no estroma
das neoplasias indica que o material estocado apresenta restricdes quanto ao seu
uso para pesquisas moleculares e imunoistoquimica. Essa associagao é descrita

na literatura, como no estudo realizado por Shinoda e cols. (2009)"®.

Apesar das dificuldades técnicas detectadas, a analise do perfil miRNA foi
eficiente. Os mMiRNA correspondem a pequenas sequencias de 20 a 24
nucleotideos que atuam na regulagdo da expressao génica pela repressao da
tradugdo ou degradagado do transcrito®=>¢. Os miRNAS té&m um importante papel
em processos biolégicos normais como desenvolvimento, apoptose, diferenciagao
e proliferagao celular, contribuindo também com o desenvolvimento e progressao
de diversos tipos tumorais®*® Observamos que, a fragmentagcdo do DNA das
amostras incluidas em parafina, ndo interferiu na analise dos miRNA, visto que
estes sdo de tamanhos diminutos e podem ser detectados em plataformas
robustas e especificas. Nossos resultados sédo inéditos ao relacionar um perfil
para SH de 51 miRNA diferentemente expressos; destes 07 estdo hiperexpressos
e 44 apresentaram baixa expressao, sendo os mais relevantes: miR-10b-5p, miR-

455-5p e miR-19 (hiper expressos) e miR-486-5p, miR-92a, miR-15b-5p (baixo
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regulados).Este perfil indica a existéncia de alteragdes de miRNA associados a
vias de crescimento e proliferagdo celular, e principalmente as vias intrinseca e
extrinseca da apoptose. A principal associagao molecular, com outras neoplasias
malignas se da com perfil da Leucemia Mieloide Crénica. Estes resultados
apontam para possiveis genes envolvidos na patogenia e candidatos a validagao
em futuros estudos: ERRB2, TGFB1, TNF (ativados) e TP53 e PD98059, inibidos.

Tais genes podem corresponder a futuros alvos terapéuticos.
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Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusoes:

e SH ndo é apenas uma neoplasia hematopoética rara, mas tambéem

subdiagnosticada;

e Na presenca de aspectos morfolégicos relevantes (células grandes e
meédias, citoplasma eosinofilico e vaculado, coesividade celular e apoptose,
presencga de infiltrado inflamatdrio intra tumoral) ha necessidade da inclusdo no

painel imunoistoquimico de um marcador histiocitario especifico;

e Apesar das dificuldades encontradas ao longo do estudo, o achado de
07 novos casos subdiagnosticados pode ser considerado animador, e demonstra
que os diagnosticos de Neoplasia Indiferenciada Inespecificada (Carcinoma
Indiferenciados) Metastaticos e Melanoma Metastatico, na auséncia de sitio

primario, devem fazer diferencial morfolégico e imunoistoquimico com SH;

¢ Resultados inéditos demonstram um perfil de 51 miRNA diferentemente
expressos; destes 07 estdo hiperexpressos e 44 apresentaram baixa expresséo,
sendo os mais relevantes: miR-10b-5p, miR-455-5p e miR-19 (hiper expressos) e

miR-486-5p, miR-92a, miR-15b-5p (baixo regulados);

e Este perfil indica a existéncia de alteracbes de miRNA associados a
vias de crescimento e proliferacdo celular, e principalmente as vias intrinseca e

extrinseca da apoptose;

e A principal associagcdo molecular, com outras neoplasias malignas se

da com perfil da Leucemia Mieldide Crénica;

e Os principais genes envolvidos na patogenia e candidatos a validagao
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em futuros estudos: ERRB2, TGFB1, TNF (ativados) e TP53 e PD98059

(inibidos). Tais genes podem corresponder a futuros alvos terapéuticos.

e O marcador vimentina é dependente da qualidade do material estocado
e, como sugestdo deveria ser pesquisado antes de analises genémicas em larga

escala.
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Parametric p-

Geom mean of

Geom mean of

FDR intensities in class intensities in Fold-change T/N MicroRNAID
value T
umor class Normal

1,40E-05 0,000151 0,00017 1 -5882,352941 hsa-miR-486-5p
<1e-07 <1e-07 0,002 1 -500 hsa-miR-92a-3p
<1e-07 6,82E-06 0,002 1 -500 hsa-miR-15b-5p
8,00E-07 2,73E-05 0,0028 1 -357,1428571 hsa-miR-451a
6,55E-05 0,000397 0,003 1 -333,3333333 hsa-miR-485-3p
3,86E-05 0,000285 0,0033 1 -303,030303 hsa-miR-211-5p
5,16E-05 0,000335 0,0036 1 -277,7777778 hsa-miR-296-5p
<1e-07 6,82E-06 0,0049 1 -204,0816327 hsa-miR-532-3p
2,00E-07 1,09E-05 0,005 1 -200 hsa-miR-25-3p
1,06E-05 0,000132 0,0062 1 -161,2903226 hsa-miR-63
3,56E-05 0,000278 0,0062 1 -161,2903226 hsa-miR-96-5p
3,24E-05 0,00026 0,0066 1 -151,5151515 hsa-miR-140-3p
1,30E-06 3,18E-05 0,0068 1 -147,0588235 hsa-miR-425-5p
1,00E-06 2,73E-05 0,0071 1 -140,8450704 hsa-miR-194-5p
1,00E-07 6,82E-06 0,0083 1 -120,4819277 hsa-miR-30c-5p
2,88E-05 0,000238 0,0087 1 -114,9425287 hsa-miR-548d-3
3,00E-07 1,17E-05 0,0088 1 -113,6363636 hsa-miR-30b-5p
1,03E-05 0,000132 0,0092 1 -108,6956522 hsa-miR-182-5p
1,36E-05 0,000151 0,0094 1 -106,3829787 hsa-let-7a-5p
1,40E-06 3,18E-05 0,0099 1 -101,010101 hsa-miR-328-3p
6,53E-05 0,000397 0,011 1 -90,90909091 hsa-miR-431-5p
1,75E-05 0,000171 0,013 1 -76,92307692 hsa-miR-185-5p
2,01E-05 0,000183 0,016 1 -66,66666667 hsa-miR-192-5p
8,27E-05 0,000452 0,016 1 -62,5 hsa-miR-423-5p
1,52E-05 0,000154 0,019 1 -52,63157895 hsa-miR-148b-3p
2,69E-05 0,000229 0,019 1 -52,63157895 hsa-miR-16-5p
6,82E-05 0,000405 0,02 1 -50 hsa-miR-484
6,43E-05 0,000397 0,021 1 -47,61904762 hsa-miR-128-3p
1,95E-05 0,000183 0,022 1 -45,45454545 hsa-miR-197-3p
5,50E-06 9,38E-05 0,026 1 -38,46153846 hsa-miR-652-3p
9,06E-05 0,000485 0,026 1 -38,46153846 hsa-miR-326
1,01E-05 0,000132 0,028 1 -35,71428571 hsa-miR-191-5p
4,71E-05 0,000321 0,031 1 -32,25806452 hsa-miR-26b-5p
1,44E-05 0,000151 0,033 1 -30,3030303 hsa-miR-19b-3p
7,60E-06 0,000112 0,036 1 =27, 77777778 hsa-let-7d-5p
7,73E-05 0,000445 0,037 1 -27,02702703 hsa-miR-195-5p
2,66E-05 0,000229 0,038 1 -26,31578947 hsa-miR-500a-5p
3,73E-05 0,000283 0,039 1 -25,64102564 hsa-miR-502-3p
4,43E-05 0,00031 0,048 1 -20,83333333 hsa-miR-26a-5p
4,32E-05 0,00031 0,052 1 -19,23076923 hsa-miR-324-3p
1,43E-05 0,000151 0,065 1 -15,38461538 hsa-miR-491-5p
8,05E-05 0,000448 0,084 1 -11,9047619 hsa-miR-454-3p
7,30E-06 0,000112 0,091 1 -10,98901099 hsa-miR-331-3p
7,82E-05 0,000445 0,12 1 -8,333333333 hsa-miR-744-5p
1,70E-06 3,57E-05 52,62 1 52,62 hsa-miR-886-3p
1,00E-06 2,73E-05 61,71 1 61,64 hsa-miR-708-5p
5,04E-05 0,000335 458,25 1 458,25 hsa-miR-887-3p
7,80E-06 0,000112 747,02 1 747,88 hsa-miR-548b-5
3,00E-07 1,17E-05 1988,55 1 1988,55 hsa-miR-19
3,80E-06 7,41E-05 7940,42 1 7940,42 hsa-miR-455-5p
4,30E-06 7,83E-05 28674,89 1 28674,89 hsa-miR-10b-5p
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