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RESUMO  

MEDEIROS, Guilherme Alencar de. Estudo Imuno-Histoquímico e de rearranjo gênico por 
técnica de hibridação in situ fluorescente dos oncogenes MYC E BCL2 em linfomas de 
células B de alto grau. Immunohistochemical study and gene rearrangement by 
fluorescence in situ hybridization technique of MYC and BCL2 oncogenes in high grade 
B cell lymphomas. 2019. Dissertação (Mestrado em Patologia) - Departamento de Patologia e 
Medicina Legal, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2019.  

INTRODUÇÃO: Os linfomas de células B de alto grau apresentam uma grande 

variedade de subtipos clínico-patológicos hoje reconhecidos pela classificação das neoplasias 

linfo-hematopoiéticas da OMS 2018. A OMS 2018 criou uma categoria diagnóstica: Linfomas 

de Células B de alto grau com rearranjo entre MYC e BCL2 e/ou BCL6, que cursa com 

comportamento biológico mais agressivo, maior recidiva da doença e maior resistência aos 

quimioterápicos. Os rearranjos são pesquisados através de testes citogenéticos, atualmente 

disponíveis apenas em grandes centros diagnósticos e bastantes dispendiosos. Devido à alta 

incidência de Linfomas B agressivos na população, que pode chegar a 60% de todos os linfomas 

não Hodgkin, o exame imuno-histoquímico para c-MYC e BCL2 como teste de “screening” 

para seleção dos casos indicados para testes citogenéticos de tornam-se indispensáveis. 

OBJETIVOS: identificar um algoritmo imuno-histoquímico útil para o escrutínio pré-

teste molecular, que possibilite identificar os casos de LBAG que necessitam do pós-teste de 

FISH para pesquisa dos rearranjos dos genes MYC e BCL2, além de correlacionar .resultados 

da expressão imuno-histoquímica de BCL2, MYC e Ki67 com a presença dos rearranjos nos 

genes BCL2 e MYC nos LBAG e avaliar sobrevida global e sobrevida livre de doença dos tipos 

de LBAG da coorte correlacionando com as variáveis clínicas e patológicas. 

MATERIAL E METÓDOS: realizou-se a avaliação clinico-morfológica de 56 pacientes 

com diagnóstico de linfoma difuso de grandes células B de alto grau, através de revisão de 

prontuários, confecções de reações imuno-histoquímicas (BCL2, BCL6, CD20, CD10, MUM-

1, c-MYC e KI67) e confecção de plataforma de “tissue microarray” (TMA) para realização de 

hibridação por fluorescência in situ (FISH) para detecção de translocações dos genes c-MYC e 

BCL2. 

RESULTADOS: foram estudados 56 casos de linfomas de células B de alto grau.  A 

idade média foi de 57,6 ± 18,4 anos com 58,9% do gênero masculino. Observou apenas 01 caso 

de linfoma B de alto grau com rearranjo do MYC e BCL2 (linfoma “double-hit” - LDH), cuja 

a taxa de frequência foi de 1,8%. Trinta casos (53,6%) de LDGCB-CG sendo 04 casos de 

LDGCB–CG com quebra no gene BCL2, taxa de frequência de quebra de 7,1%. Não houve 

quebra no gene MYC neste grupo. Dezenove casos (33,9%) de LDGCB-NCG, com 03 casos 
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apresentando rearranjo de gene MYC (taxa de frequência de 5,4%casos). Nenhum dos 19 casos 

de LDGCB-NCG apresentaram quebra no gene BCL2. Não houve diferença entre o índice de 

proliferação celular (IPC) dos grupos de LDGCB com e sem quebra de BCL2 ou MYC. A 

sobrevida global nos LBAG é significativamente menor nos pacientes com sintomas B e 

recidiva de doença (p<0,05). Não houve diferença estatística significativa de sobrevida global 

e sobrevida livre de doença quando comparado pacientes com rearranjos gênicos.  

CONCLUSÃO: o presente estudo propõe um algoritmo imuno-histoquímico útil para o 

escrutínio pré-teste molecular a partir de imunoexpressão de c-MYC ≥ 40%, que indica a 

realização de FISH para pesquisa do rearranjo gênico, com alta sensibilidade e especificidade 

para auxiliar na rotina diagnóstica. Houve limitação dos resultados devido ao tamanho da coorte 

e a baixa taxa de frequências dos linfomas com rearranjos gênicos duplos para BCL2 e MYC. 

 

Palavras-chave: Linfoma double-hit. MYC. BCL2. Imuno-histoquímica. Hibridação in situ 

fluorescente. Linfomas de células B de alto grau. 

Keywords: Double-hit lymphoma. MYC. BCL2. Immunohistochemistry. Fluorescent in situ 

hybridization. High-grade B-cell lymphomas. 
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ABSTRACT 

Immunohistochemical study and gene rearrangement by fluorescence in situ 

hybridization technique of MYC and BCL2 oncogenes in high grade B cell lymphomas. 

 

INTRODUCTION: The 2018 WHO lymphohematopoetic neoplastic disease classification indicates that 

diffuse Large B Cell Lymphoma (DLBCL) comprises a large group of specific clinical and pathologic 

diseases grouped into a singular condition, as seen by the. A distinct category designated High grade B 

cell lymphoma with MYC and BCL2 and/or BCL6 lymphoma is determined by its more aggressive 

biological behavior associated to higher recurrence rate and chemotherapy resistance. Although not 

generally available cytogenetic evaluation through fluorescence in situ hybridization (FISH) is 

necessary to obtain an accurate diagnosis. Due to the high incidence of DLBCL, which may account to 

up to 60% of all non-Hodgkin lymphomas, the immunohischemical assay for c-MYC and BCL2 as a 

screening test is an option, which will be explored. 

OBJECTIVES: to identify an immunohistochemical algorithm for the screening to identity DLBCL 

cases that may harbor the mutations of interest. Immunohistochemical expression of MYC, BCL2 and 

Ki67 will be correlated with the FISH assay for MYC and BCL2, as the actual gold standard in 

surgical pathology. Overall survival and disease free interval will be correlated with clinical and 

pathological variables. 

PATIENTS AND METHODS: 56 cases were retrieved from the pathology archives from our institution, 

previously diagnosed with DLBCL. Medical records were reviewed, as well as pathological slides and 

immunohistochemistry for diagnosis review. BCL2, BLC6, CD20, CD10, MUM1, c-MYC and Ki-67 

were performed in a tissue microarray (TMA) built, as well as c-MYC and BCL2 FISH. 

RESULTS: The age range of the 56 patients was 57,6 ± 18,4 years and 58,9% were male patients. One 

case was diagnosed as a double-hit lymphoma, harboring MYC and BCL2 rearrangements (1,8%). 

Thirty cases were of germinal center phenotype (DLBCL-GC, 53,6%), of which four cases harbored 

BCL2 rearrangement (break, 7,1%) but had no evidence of MYC rearrangement. Nineteen cases were 

non-germinal center DLBCL-NCG (33,9%), of which three had MYC rearrangement (5,4%); none had 

BCL2 rearrangement. No Ki-67 difference was apparent with or without rearrangements. Global 

survival was significant lower in patients with B symptoms and disease recurrence (p<0,05). No 

difference in survival or recurrences was detectable with respect to presence of gene rearrangement. 

CONCLUSION: This study demonstrates the utility of c-MYC immunohistochemistry when expression 

is greater than 40%, prompting the need of FISH assay. Cohort limitations and low frequencies of 

rearrangement are a limitation of this study, which will be addressed in future studies. 

Keywords: Double-hit lymphoma. MYC. BCL2. Immunohistochemistry. Fluorescent in situ 

hybridization. High-grade B-cell lymphomas. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os linfomas são neoplasias do sistema hematolinfático que acometem órgãos linfoides 

e/ou hematopoiéticos como linfonodos, baço e medula óssea, assim como sítios extranodais ou 

órgãos não hematolinfoides que podem ou não abrigar células do sistema linfático, como os 

linfomas associados à mucosa. 

Nas últimas duas décadas, houve um grande avanço no entendimento de várias doenças 

que compõem o grupo heterogêneo dos linfomas não-Hodgkin (LNH) e, como consequência, o 

surgimento de várias novas entidades neoplásicas classificadas pela Organização Mundial da 

Saúde (OMS) desde 1997, passando por uma nova classificação em 2008, que depois foi 

revisada em 2016 e atualizada e re-editada em 2017¹. A evolução das novas classificações ao 

longo dos últimos 20 anos, permitiu o reconhecimento de novos subtipos de LNH, e foi 

extremamente importante para a definição de novas estratégias de tratamento com maior 

especificidade e, consecutivamente, melhor prognóstico e maior sobrevida dos pacientes de 

acordo com a estratificação diagnóstica2,3. 

Os LNH são o quinto tipo de câncer mais frequente. Segundo a Agência Internacional 

de Pesquisa em Câncer (IARC), ocorreram 385.741 casos novos de LNH em 184 países durante 

o ano de 2012, sendo registrados cerca de 199.000 óbitos causados pela neoplasia4. No Brasil, 

o Instituto Nacional do Câncer (INCA) estimou a ocorrência de 5370 casos novos de LNH em 

homens e 4810 novos casos em mulheres, para o biênio 2018-2019. Estes valores mostram um 

risco estimado de 5,19 casos novos para cada 100 mil homens e 4,55 para cada 100 mil 

mulheres5. 

Dentre os subtipos de LNH de células B de alto grau, destaca-se o grande grupo 

heterogêneo dos linfomas difusos de grandes células B (LDGCB), representando 30% a 40% 

de todos os LNH nos países ocidentais, com incidência crescente a cada ano6. Entretanto, a 

OMS em 2017 reconheceu que existem linfomas de grandes células B com crescimento difuso, 

que apresentam evolução clínica mais agressiva que os LDGCB – e que, embora 

morfologicamente semelhantes, apresentam algumas características morfológicas 

intermediárias entre LDGCB e linfoma de Burkitt (LB). Além disso, foi observado que tais 

casos atípicos de linfoma B de alto grau com frequência não respondem aos regimes 

quimioterápicos convencionais utilizados para o tratamento dos LDGCB1,7. Portanto, a 

classificação da OMS em 2008 criou uma entidade provisória denominada como linfoma de 

células B inclassificável, com características intermediárias entre o linfoma difuso de grandes 

células B e o linfoma de Burkitt (LCBI) para esses casos. Posteriormente, com os avanços na 
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biologia molecular, tal entidade provisória foi definitivamente classificada como linfoma de 

células B de alto grau com rearranjos nos genes MYC e/ou BCL2 e/ou BCL6 (linfomas 

“double-” ou “triple-hit” pela OMS em 2017¹. 

O exemplo mais comum de LCBI são aqueles casos de linfoma de alto grau com 

morfologia compatível com LDGCB e com características imunofenotípicas e/ou citogenéticas 

de linfoma de Burkitt (LB). Outra categoria de linfoma da “zona cinzenta” contemplado na 

classificação da OMS 2008 como categoria provisória, e posteriormente ratificada como 

entidade definitiva na classificação da OMS 2018, foi o linfoma de células B inclassificável 

com características intermediárias entre linfoma difuso de grandes células B e linfoma de 

Hodgkin clássico (LCBI/LDGCB/LHC). O exemplo mais frequente neste caso ocorre em 

pacientes que apresentam linfoma B de alto grau do mediastino com achados intermediários 

entre LDGCB e linfoma de Hodgkin (LH)1,8,9. 

Estudos moleculares recentes com o objetivo de determinar subgrupos de LDGCB com 

diferenças significativas quanto ao comportamento clínico e biológico, e assim buscar novas 

estratégias terapêuticas, identificaram três perfis de expressão gênica dentro do grupo dos 

LDGCB (SOE) – o LDGCB subtipo “germinal-center B-cell”, o LDGCB subtipo “activated B-

cell” (ou “non-germinal center B-cell”), e o LDGCB subtipo intermediário – com diferentes 

prognósticos entre si10,11. A partir destes estudos, pelo menos dois algoritmos imuno-

histoquímicos para fins de diagnóstico prático foram propostos devido ao seu custo efetivo, e 

ambos sendo utilizados atualmente como prognosticadores nos laudos histopatológicos de 

rotina em casos de LDGCB12,13. 

Os LDGCB podem ainda apresentar uma grande variedade de anormalidades 

cromossômicas, sendo que as mais comuns são a t(14; 18) (q32; q21) envolvendo o gene BCL2, 

e rearranjo pontual no gene BCL6 (região 3q27). Ambas as alterações moleculares são 

encontradas em 20% a 30% dos LDGCB. Outra alteração citogenética relativamente frequente 

nos LDGCB é o rearranjo do oncogene MYC no 8q24 em 5% a 15% dos casos. Embora o 

rearranjo do gene MYC seja característico nos linfomas de Burkitt, é descrito como um evento 

secundário nos LDGCB1,14. Nos LDGCB, as frequências dos rearranjos isolados nos genes 

MYC, BCL2 e BCL6 ocorrem em aproximadamente 10%, 45% e 30% dos casos, 

respectivamente15, 16, 17. 
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1.1.Linfoma “Double-Hit” 

 

O acúmulo de evidências científicas tem mostrado que o linfoma de células B de alto 

grau com rearranjo do gene MYC e BCL2 (linfoma “double-hit” [LDH] mais frequente) é uma 

categoria única de linfoma B de alto grau extremamente agressiva, que abriga rearranjo no gene 

MYC simultaneamente com rearranjo em um dos seguintes oncogenes: BCL2, BCL3, BCL6 

ou CCND1, sendo esse segundo rearranjo gênico ocorre mais frequentemente nos genes BCL2 

ou BCL618, 19. Os pacientes com LDH tem má resposta aos regimes quimioterápicos 

convencionais utilizados para o tratamento dos LDGCB. 

Algumas séries de casos LDH mostram que somente 40% dos pacientes tratados com 

Rituximab, Ciclofosfamida, Doxorrubicina e Vincristina (R-CHOP) obtiveram remissão 

completa da doença. Destes, apenas 25% dos pacientes obtiveram sobrevida livre da doença e 

a sobrevida global foi 40%20, 21. Estes pacientes também apresentam com mais frequência 

envolvimento do sistema nervoso central, sendo recomendada a profilaxia do neuroeixo com 

radioterapia22, 23. O regime quimioterápico recomendado para o tratamento dos pacientes com 

LDH atualmente inclui Rituximab, Etoposídeo, Prednisona, Ciclofosfamida, Vincristina e 

Doxorrubicina (DA-EPOCH-R) por haver evidências de melhores resultados terapêuticos24, 25, 

26, 27. 

A maioria dos pacientes diagnosticados com LDH são adultos entre a 6ª e a 7ª década 

de vida, com raros casos descritos em crianças. O quadro clínico mais comum do LDH é a 

forma de apresentação clínica de novo da doença, com raros casos transformados de linfoma 

folicular após a quebra do gene MYC. O estádio clínico ao diagnóstico frequentemente é 

avançado, com envolvimento extranodal inicial em muitos casos. 

Do ponto de visto histopatológico, um dos aspectos morfológicos clássicos do LDH é o 

padrão intermediário entre LDGCB e LB, geralmente caracterizado por proliferação difusa de 

células linfoides de tamanhos variados, com núcleos de contornos irregulares, nucléolos 

proeminentes – centrais e/ou marginais, índice mitótico elevado e frequentes células 

apoptóticas, podendo haver conspícuo afluxo de macrófagos de corpos tingíveis, criando o 

aspecto em “céu-estrelado”28, 29. 

Quanto à citogenética dos LDH, o principal fator está relacionado à hiperexpressão do 

oncogene MYC (8q24), que transcreve um importante fator de transcrição com ampla ação 

reguladora do ciclo celular, além de atuar nos mecanismos nucleares de duplicação/reparação 

do DNA, regulação do estresse metabólico, regulação da tradução ou expressão de vários genes, 

além de ter grande importância na fisiologia da formação do centro germinativo, ainda 
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parcialmente compreendida30. Há evidências de que, no início da reatividade do centro 

germinativo, o gene MYC induz a amplificação e a transcrição de outros genes do ciclo celular, 

que contribuirão para manter e amplificar os processos proliferativos dos linfócitos do centro 

germinativo durante toda reação folicular. Após os primeiros dias, esse gene é inativado pela 

ação do BCL6 – principal regulador negativo do centro germinativo31, 32, 33. 

O oncogene BCL6 (3q27) determina a diferenciação dos linfócitos B dentro do centro 

germinativo nos folículos linfoides secundários, contribui para a manutenção do centro 

germinativo, é atua tanto na inibição quanto na estimulação da diferenciação dos linfócitos B. 

Portanto, alterações genômicas do gene BCL6 está associada à linfomagênese B15, 31, 32, 33. 

O oncogene BCL2 (18q21) codifica a proteína Bcl2, cuja principal função é bloquear a 

apoptose celular. As alterações genéticas deste oncogene são frequentemente encontradas em 

pacientes com linfomas foliculares, mas também não são raras nos LDGCB e geralmente têm 

sido relacionadas a pior prognóstico quando associadas à hiperexpressão do gene através da 

oncoproteína BCL231, 32.  

Vários estudos têm estudado as alterações citogenéticas, sobretudo rearranjos ou 

quebras nos genes MYC, BCL2 e BCL6 nos linfomas de células B agressivos, por serem mais 

prevalentes, com o objetivo de identificar subtipos específicos de linfomas B agressivos que 

possam responder melhor a novas estratégias de tratamento, buscando assim maiores avanços 

clínicos no tratamento dos pacientes. Tais estudos moleculares mostraram que o diagnóstico de 

novas entidades dentro deste grande grupo de linfomas B de alto grau não é possível apenas 

considerando-se os parâmetros morfológicos e imunofenotípicos; tendo em vista a baixa 

reprodutibilidade e especificidade desses critérios para a detecção das alterações moleculares 

nos genes MYC, BCL2 e BCL6 e, consequentemente a classificação de subtipos emergentes de 

neoplasias30. 

Portanto, vários estudos que correlacionam os rearranjos nos genes MYC e BCL2 com 

a expressão de seus transcritos nos LDH têm sido realizados, com algumas evidências ainda 

insuficientes que permitam corroborar critérios imuno-histoquímicos que apontem com maior 

especificidade a presença desses rearranjos citogenéticos nos LDH. Até o momento, os estudos 

reportados propõem que a positividade imuno-histoquímica para a oncoproteína c-MYC acima 

de 20% ou de 40%, e a para a oncoproteína BCL2 acima de 50% têm sugerido boa correlação 

com os resultados dos testes citogenéticos 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Os Linfomas de Células B de alto grau com rearranjo dos genes MYC e BCL2 é uma 

nova entidade definida na última classificação da OMS e publicada em 20171, sendo o 

diagnóstico através de técnicas de citogéneticas, como o FISH. Nesse contexto as alterações 

citogenéticas dos linfomas tornaram-se indispensáveis para definirem diagnósticos e 

tratamentos que melhorem a sobrevida. Como nos linfomas de células B de alto grau, as 

alterações citogenéticas podem determinar o prognóstico dos pacientes, assim como auxiliarem 

na classificação de novas entidades definidas pela classificação da OMS publicada em 20171. 

Neste contexto, o escrutínio imuno-histoquímicos para identificar aqueles casos de linfoma B 

de alto grau que devam ser submetidos a estudos citogenéticos podem ser ferramentas eficientes 

na prática clínica, proporcionando melhor racionalização do uso de tais testes. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Geral: 

 

• Identificar um algoritmo imuno-histoquímico útil para o escrutínio pré-teste 

molecular, que possibilite identificar os casos de LBAG que necessitam da 

pesquisa dos rearranjos dos genes c-MYC e BCL2 por FISH. 

  

3.2 Específicos: 

 

• Correlacionar os resultados da expressão imuno-histoquímica de BCL2, c-MYC 

e Ki67 com a presença dos rearranjos nos genes BCL2 e c-MYC nos LBAG. 

• Classificar os LBAG em grupos imunofenotípicos e moleculares separados para 

comparação posterior dos dados clínicos, prognósticos (sobrevida) e 

patológicos. 

• Comparar a sobrevida global e sobrevida livre de doença dos tipos de LBAG da 

coorte e correlacionar com as variáveis clínicas e patológicas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 
4.1.Delineamento Experimental 

Figura 1 - Delineamento experimental 

 

 
Fonte: próprio autor. 

 

4.2.Casuística 

 

Foram incluídos no presente estudo 56 casos retrospectivos de linfoma de células B de 

alto grau diagnosticados e tratados no Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto (HCFMRP-USP) durante o período de 2005 a 2016. Este trabalho foi submetido 

ao Comitê de Ética em Pesquisa da Instituição e aprovado em 15/082016 (parecer número 

1.679.123 -ANEXO A). 

Todos os casos foram submetidos à revisão por dois patologistas de acordo com os 

seguintes critérios de inclusão para o estudo: 

Retrospectiva: 
Levantamento dos Casos 

(2005-2016) 

Revisão das Lâminas 

H&E, imuno-
histoquímica, FISH 

Levantamento dos dados 
clínico-laboratoriais 

Avaliação dos dados 
clinicopatológicos 

Estratificação da coorte 

Análise Comparativa 
entre os Grupos 
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• Presença dos critérios morfológicos de linfomas difusos de alto grau (LDGCB, LB e 

Linfomas de alto grau NOS), segundo os critérios padronizados pela Classificação da 

OMS 2016. 

• Todos os linfomas com imuno-expressão do CD20. 

• Presença de tecido viável para as análises, fixado em formol tamponado e emblocado 

em parafina, em quantidade suficiente para a realização dos testes imuno-histoquímicos 

e moleculares. 

• Presença de prontuário médico acessível para a coleta dos dados clinicopatológicos e 

epidemiológicos, quais sejam: gênero, idade, data do diagnóstico, data do óbito e ou 

recidiva, intervalo em meses entre o diagnóstico e o óbito e/ou recidiva, intervalo em 

meses entre o diagnóstico e a última consulta dos pacientes vivos, sintomas B presentes 

ou ausentes, sítio primário nodal ou extranodal, índice prognóstico internacional 

ajustado (IPIa), níveis de LDH, estádio clínico, regime quimioterápico, infecções 

oportunistas presentes ou ausentes. 
 

4.3.Avaliação histológica e técnica imuno-histoquímica 

 

Os blocos de parafina de todos os casos de linfomas de alto grau fixados em formalina 

10% tamponada e que apresentaram os critérios de inclusão (n = 56), arquivados no Serviço de 

Patologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP no período compreendido entre 

2005 a 2016, foram submetidos à microtomia histológica para obtenção de cortes parafinados 

com 4 µm de espessura para as colorações de rotina (Hematoxilina & Eosina), imuno-

histoquímica e hibridação in situ fluorescente (FISH). 

Após a revisão histológica de todos os casos através da coloração de H&E, foram 

realizadas as reações imuno-histoquímicas através da metodologia básica da Avidina-Biotina-

Peroxidase descrita por HSU et al. (1981)43, com um os seguintes anticorpos primários: 

• Anti-CD20 (anticorpo monoclonal de camundongo anti-CD20 humano, clone L26, 

titulação 1:300, Cell Marque®, Rocklin, USA). 

• Anti-CD10 (anticorpo monoclonal de camundongo anti-CD10 humano, clone 

56C6, titulação 1:100, Cell Marque®, Rocklin, USA). 

• Anti-BCL6 (anticorpo monoclonal de coelho anti-BCL6 humana, clone P1F6, 

titulação 1:50, Cell Marque®, Rocklin, USA). 
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• Anti-BCL2 (anticorpo monoclonal de camundongo anti-BCL2 humana, clone 124, 

titulação 1:250, Cell Marque®, Rocklin, USA). 

• Anti-cMYC (anticorpo monoclonal de camundongo anti-oncoproteína c-MYC 

humana, clone EP121, titulação 1:75, Cell Marque®, Rocklin, USA). 

• Anti-MUM1 (anticorpo FLEX monoclonal de camundongo anti-MUM1 humano, 

clone MUM1p, pronto para uso, DAKO®, Carpinteira, USA). 

• Anti-Ki-67 (anticorpo FLEX monoclonal de camundongo anti-Ki67 humano, clone 

MIB1, pronto para uso, DAKO®, Carpinteira, USA). 

De forma sucinta, os cortes parafinados foram colocados em estufa e aquecidos à 

temperatura de 60°C por 1 hora. Em seguida, os mesmos foram imersos em xilol (I) pré-

aquecido (solvente portador de terminação dimetilbenzênica) e colocados em estufa a 60°C por 

10 minutos. Posteriormente, as lâminas foram colocadas em sucessivas passagens de xilol por 

10 minutos cada (xilol II e III). Seguindo a bateria de hidratação, as lâminas foram 

sucessivamente imersas por 1 minuto em solução de álcool-xilol, álcool absoluto (2x), álcool 

95% (1x), álcool 80% (1x), álcool 70% (1x) e por fim, imersos em água deionizada. As reações 

imuno-histoquímicas foram realizadas através de polímeros de amplificação do Kit comercial 

EasyLink One™ (EasyLink®), de acordo com as condições do Laboratório de Neuropatologia 

do Departamento de Patologia da FMRP-USP. A recuperação antigênica foi realizada em 

Steamer por 40 minutos a 98°C em tampão citrato pH 6,0 ou pH alcalino, de acordo com os 

diferentes anticorpos mencionados anteriormente. Em seguida, os cortes foram resfriados em 

temperatura ambiente (TA) por 30 minutos, e lavados em solução de PBS pH 7,4 por 5 minutos. 

O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado através de solução de água oxigenada 30V 

por 10 minutos seguidos de imersão por 3 minutos em soluções de PBS (2x). O bloqueio das 

ligações inespecíficas foi realizado através de BSA ou soro normal de cavalo. A lavagem 

seguinte foi realizada com TBST, e as lâminas foram incubadas a 4°C por 12 horas em câmera 

úmida escura com os anticorpos primários. Para cada anticorpo foi corada uma lâmina com 

corte de tecido humano usado para fins de controle positivo e negativo (com omissão do 

anticorpo primário). Os cortes foram lavados em TBST para facilitar a penetração do polímero, 

por 30 minutos a TA. A seguir foi aplicado o reagente pós-primário do KIT – o polímero do 

Kit EasyLink One™ (EasyLink®) por 30 minutos à temperatura ambiente, e a seguir as lâminas 

foram lavadas em TBS e Tris HCL pH 7,6. A revelação foi feita em solução de 

diaminobenzidina (DAB) por 5 minutos [Tris HCl (6,0ml, pH 7,6), DAB (250 microlitros) e de 

H2O2 (1,9 microlitros, Merck)]. 
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Por fim, os cortes foram lavados em água destilada e imediatamente imersos em solução 

de hematoxilina de Harris por 15 segundos, e depois foram rapidamente imersos em água 

contendo baixa concentração de amônia, desidratados e diafanizados através de imersões 

sucessivas em soluções de álcool e xilóis. A montagem das lamínulas foi efetuada com 

aplicação de Permount (Fisher Scientific®). 

As reações imuno-histoquímicas para c-MYC, BCL2 e Ki67 foram analisadas 

quantitativamente em percentagens de células neoplásicas imunorreativas com o auxílio do 

programa de imagem pelo software Image J (1997). De cada reação foram selecionadas 2 áreas 

que tivesse melhor marcação (células bem coradas e ausência de fundo) e fotografadas. Cada 

imagem foi submetida a análise digital com o programa Image J com a finalidade do programa 

medir a relação de células marcadas (coloração acastanhada) com células não marcadas 

(coloração azulada). Tal relação foi colocada em percentual. Já as reações imuno-histoquímicas 

para CD20, CD10, BCL6 e MUM1 foram analisadas semi-quantitativamente como negativo (-

) ou positivo (+), sendo positivo quando quantidade de células imunomarcadas ≥30% das 

células neoplásicas. 

Foi aplicado o algoritmo de Hans12 para sub-classificar os LDGCB nos dois subtipos: 

célula centro germinativo (CG) e célula não centro germinativo (NCG) (Figura 2). O cut off 

usado para expressão positiva foi de ≥ 30% de células neoplásicas, de acordo com a 

recomendação do algoritmo proposto por Hans12. 

 
Figura 2 - Algoritmo de Hans. 

 

 

Fonte: próprio autor. 
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Foi empregado de forma empírica o cut off para c-MYC de ≥40% ou < 40% para alta e 

baixa expressão, respectivamente, e o cut off de ≥50% (alta expressão) ou < 50% (baixa 

expressão) para BCL2, respectivamente. Após a mensuração das percentagens de expressão dos 

marcadores BCL2 e c-MYC, esses imunomarcadores foram divididos em dois grupos cada e 

designados como: “alto expressor” e “baixo expressor”. 

 

4.4.Construção dos arranjos teciduais em matriz (“Tissue Microarray” - TMA) para 

a técnica de hibridação in situ fluorescente (FISH) 

 

Para a construção dos TMAs foram selecionados para cada caso pelo menos 2 áreas 

distintas do tumor (centro e periferia da neoplasia). As áreas escolhidas foram retiradas de cada 

bloco de parafina (doador) com agulhas de calibre 2 mm e transferidas para o bloco de parafina 

receptor (bloco matriz de tecidos) com auxílio de uma plataforma de TMA (Beecher 

Instruments™, Silver Spring, MD, EUA) (Figura 3). 
Figura 3. Plataforma para confecção dos blocos de parafina de TMA: bloco doador 

verticalmente na plataforma e bloco receptor horizontalmente. 
 

 
 

Fonte: próprio autor.  

A contrução de cada bloco de TMA seguiu sua respectivamente planilha Excel 

previamente elaborada para a confecção das matrizes (TMAs). As planilhas Excel foram 

posteriormente utilizadas como mapa para identificação das amostras durante a leitura das 

lâminas de FISH. 
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4.5.Técnica de hibridação in situ fluorescente (FISH) 

 

Para as pesquisas dos rearranjos nos genes do MYC e BCL2 pela técnica de FISH foram 

utilizadas as seguintes sondas do tipo “dual color break apart” (ZytoLight SPEC MYC Dual 

Color Break Apart Probe e ZytoLight SPEC BCL2 Dual Color Break Apart Probe, 

Zytovision®, Bremerhaven, Alemanha). 

A hibridação foi realizada em cortes histológicos com espessura de 4 µm em bloco de 

TMA devido à disposição arquitetônica dos cilindros de tecidos para evitar a sobreposição de 

núcleos. As reações do FISH para rearranjos do MYC e BCL2 foram realizadas como descrito 

nas bulas dos quites comerciais das sondas descritas acima. 

De forma sucinta, a etapa de pré-tratamento do tecido (1° dia) consistiu em incubar as 

amostras em temperatura de 70°C por 10 min, deixar por 10 min em xilol (2x), lavar em banhos 

sucessivos em álcoois 100% (2x), 90% (1x) e 70% (1x) por 5 min cada. Finalizados os banhos, 

as amostras foram lavadas com água destilada por 2x, a seguir com solução cítrica de pré-

tratamento (PT1) de calor a 98°C por 15 min. Posteriormente, as amostras foram lavadas 

imediatamente com água destilada por 2 min (2x), e aplicado a seguir a solução de pepsina 

(ES1) por 10 min a 37°C. Depois, foram lavadas por 5 min com Wash Buffer SSC (WB1) e 1 

min em água destilada, e seguido de banhos sucessivos em álcoois 70% (1x), 90% (1x) e 100% 

(1x) por 1 min cada. 

A etapa seguinte foi a desnaturação e hibridação (1° dia), que consistiu em pipetar a 

quantidade de sonda break apart ZytoLigth Fish dos genes MYC e BCL2 de acordo com a bula 

do fabricante em cada lâmina e cobrir com cola especial para evitar bolhas. A seguir, as 

amostras de tecido foram desnaturadas em uma temperatura de 75°C (+/- 2°C) por 10 min em 

uma placa quente e transferidas para estufa, onde permaneceram overnight a 37°C.  

Finalmente, a última etapa foi a pós-hibridação com detecção (2° dia). A cola e a 

lamínula das amostras foram removidas com submersão em Wash Buffer A (WB2) a 37°C por 

1 a 3 min, e os tecidos lavados com o tampão o Wash Buffer A (WB2) por 5 min a 37°C (2x). 

A seguir, os tecidos foram incubados em banhos sequenciais de álcoois 70% (1x), 90% (1x) e 

100% (1x) por 1 min cada, a seguir, protegidos da luz, acrescentado o DAPI/DuraTect Solution 

(MT7) para fluorescência do material e armazenados entre 2-8°C até a análise das amostras. 

A análise foi realizada por meio de visualização direta em um microscópio de 

fluorescência Nikon (modelo: Eclipse 80i) ao aumento de 1000x como brevemente descrita a 

seguir: a presença de rearranjo (ou quebra) alélico (a) no núcleo celular foi definida quando a 



 40 

distância entre os sinais de quebra (vermelho e verde) excederam 3 vezes o diâmetro do sinal 

de fusão (verde + amarelo + vermelho ou apenas amarelo). Cada amostra de FISH foi analisada 

sem o conhecimento da identificação da amostra uma biologista molecular e um patologista de 

forma independente. Em cada caso, no mínimo 100 núcleos foram examinados para assegurar 

a representatividade da amostra. Somente amostras com no mínimo 100% de eficiência de 

hibridação foram consideradas representativas. Se pelo menos um avaliador julgar algum caso 

inadequado, este a reação de FISH foi repetida no tecido total do bloco de parafina original. Os 

pontos de cortes para definir positividade ou presença dos rearranjos para a metodologia do 

FISH foram de 13% e 15% para os genes BCL2 e MYC, respectivamente; como previamente 

estabelecido na literatura 39. 

 

4.6.Análise estatística 

 

Para analisar as associações envolvendo duas variáveis qualitativas, foi realizado o teste 

exato de Fisher. Para analisar as comparações dos grupos em relação às variáveis quantitativas, 

foi empregado o teste de Kruskal-Wallis, técnica não-paramétrica que permite a comparação 

de mais de dois grupos sem que haja suposições quanto à distribuição dos dados, sendo aplicado 

também o pós-teste de Dunn quando pertinente44. 

Para relacionar os tempos de sobrevida global e livre de doença com as variáveis 

qualitativas, foram construídas curvas de Kaplan-Meier para as variáveis em estudo e, para 

verificar evidência de diferenças entre as curvas, foi utilizado o teste de LogRank. 

Para relacionar o tempo de sobrevida com as variáveis clínicas de interesse, foi proposto 

o modelo de riscos proporcionais de Cox 45. Este modelo calculou o Hazard Ratio (HR) – que 

fornece o quanto uma categoria tem de risco de vir a óbito (ou apresentar progressão da doença) 

em relação à outra. 

Para verificar se as variáveis de interesse são preditoras de metástase (ou recidiva 

tumoral), foram calculados odds ratio através da regressão logística bruta e ajustada. 

Para todas as comparações, foi adotado o nível de significância de 5%. 

Os gráficos apresentados foram feitos com o auxílio do software R, versão 3.4.1 e as 

análises, através do SAS 9.2.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Dados Clínicos 

 

Todos os casos (n = 56) foram procedentes do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo, sendo realizada a revisão dos 

prontuários médicos em todos os 56 casos, sendo coletados os seguintes dados clínicos em que 

foi possível a obtenção dos mesmos: idade, gênero, presença ou não de acometimento 

extranodal pela doença ao diagnóstico, sintomas B, índice prognóstico internacional (IPI), tipo 

de quimioterapia, desenvolvimento ou não de infecção(ões) oportunista(s) durante o 

tratamento, estádio clínico, níveis séricos de lactato desidrogenase (LDHase) ao diagnóstico, 

ocorrência de recidiva de doença, tempo de sobrevida global e tempo de sobrevida livre de 

doença (ANEXO B).  

A idade média dos 56 indivíduos com LBAG foi de 57,6 ± 18,4 anos (variação de 3 a 

90 anos, mediana de 60 anos), sendo 33 pacientes (58,9%) do gênero masculino e 23 pacientes 

(41,1%) do gênero feminino (ANEXO B). 

Quanto a presença de acometimento extranodal ao diagnóstico da doença, 30 pacientes 

(53,6%; n = 56) foram diagnósticos com LBAG com acometimento extranodal, sendo 16 casos 

de linfoma difuso de grandes células B subtipo célula do centro germinativo (LDGCB-CG: 

53,3%; n = 30), 10 casos de LDGCB subtipo não-célula do centro germinativo ou célula B 

ativada (LDGCB-NCG: 52,6%) do total de casos de LDGCB-NCG (n = 19); e quatro casos de 

linfoma de Burkitt (LB:66,7%) do total de seis casos de LB (n = 6) analisados (ANEXO B). 

Dos 56 pacientes estudados, 30 pacientes (53,6%) desenvolveram LBAG extranodal e 

26 (46,4%) tiveram doença primária em linfonodo(s), incluindo neste último grupo o único 

paciente com diagnóstico de linfoma B de alto grau com rearranjo do MYC e BCL2 (linfoma 

“double-hit” - LDH). 

Dos 30 casos extranodais de LBAG estudados, 16 deles foram diagnosticas como 

LDGCB-CG extranodal (53,3%) do total de 30 LDGCB-CG, 10 casos como LDGCB-NCG 

extranodal (52,6%) do total de 19 LDGCB-NCG, e quatro casos como LB extranodal (66,6%) 

do total de seis LB (ANEXO B). 

Dos 26 casos de doença primária nodal, 14 casos foram diagnosticados como LDGCB-

CG nodal primário (46,7%) do total de 30 LDGCB-CG, nove casos como LDGCB-NCG com 

acometimento primário nodal (47,4%) do total de 19 LDGCB-NCG, dois casos de LB primário 

nodal (33,3%) do total de seis casos de LB, e o único caso de LDH (ANEXO B).  
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Em relação à presença ou não de sintomas B, foram obtidos dados do prontuário médico 

de 52 pacientes, sendo que mais da metade dos pacientes com linfomas B de alto grau 

desenvolveu sintomas B associados à doença (61,5%; n = 32), saber: 55,6% (n = 15) do total 

de 27 casos de LDGCB-CG, 68,4% (n = 13) do total de 19 casos de LDGCB-NCG, e 66,6% (n 

= 4) do total de seis casos de LB). Sintomas B foram ausentes em 20 pacientes (38,5%) dos 52 

pacientes com LBAG, a saber: 44,4 % (n = 12) dos 27 casos de LDGCB-CG não cursaram com 

sintomas B, 31,6 % (n = 6) dos 19 casos de LDGCB-NCG não apresentaram sintomas B, e 

33,4% (n = 2) dos seis casos de LB não desenvolveram sintomas B. O único paciente 

diagnosticado com LDH não teve essa informação anotada em prontuário (ANEXO B).  

O Índice Prognóstico Internacional adaptado para a idade (IPIa) foi obtido de 32 

prontuários. Destes, o IPIa foi igual a 1 (baixo risco) em 12,5% (n = 4) dos 32 casos de linfoma 

B de alto grau (2 LDGCB-CG, 1 LDGCB-NCG e 1 LB), o IPIa foi igual a 2 (risco intermediário 

baixo) em 40,6% (n = 13), sendo a maioria casos de LDCGB-CG (53,8%; n = 7 de 13), seguida 

por 38,2% (n = 5) de LDGCB-NCG, e um caso de LB (7,7%; n = 1). O IPIa foi 3 (risco 

intermediário alto) e 4 (risco alto) em 15 casos de LBAG, sendo que o LDGCB-NCG cursou 

com IPIa igual a 3 em 33,3% (n = 5) dos casos e com IPIa igual a 4 em 13,3% (n = 2) dos casos. 

Os casos de LDGCB-CG apresentaram IPIa igual a 3 (risco intermediário alto) e 4 (risco alto) 

em 20,1% (n = 3) e 33,3% (n = 5), respectivamente. Os casos de LB tiveram os IPIa calculados 

em apenas 2 pacientes (IPIa de 1 e 2). O único caso de LDH não teve o cálculo do IPIa 

disponível no prontuário (ANEXO B). 

Em relação ao tratamento quimioterápico, 49 pacientes diagnosticados com LBAG 

(87,5%) receberam regimes quimioterápicos, sendo o regime quimioterápico com R-CHOP 

(Rituximab®, ciclofosfamida, hidroxidoxorubicina ou doxorrubicina, vincristina [Oncovin®] 

e prednisona) foi o mais comum e aplicado aos casos de LDGCB (independente do subgrupo: 

CG ou NCG) – 23 pacientes com LDGCB-CG (46,9%), 15 pacientes com LDGCB-NCG 

(30,6%), e o único caso de LDH (“double-hit”) (2,04%) (ANEXO B). 

Uma profilaxia intratecal com metotrexate, citarabina e dexametasona foi associada ao 

regime CHOP (CHOP/(MAD intratecal) em dois casos de LDGCB-CG (4,08%) e em um caso 

de LB (2,04%) (ANEXO B). 

O regime quimioterápico hiperfracionado (HIPER-CVAD) alternando ciclofosfamida, 

vincristina, doxorrubicina (Adriamycin®) e dexametasona (curso A), com metotrexate e 

citarabina (curso B) foi administrado em três pacientes com LB (6,1%; n = 3). O regime 

quimiterápico com CODOX-M/IVAC que alterna ciclos de ciclofosfamida, vincristine, 

doxorrubicina mais metotrexate em alta dose (CODOX-M) com ifosfamida, etoposídeo e 
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citarabina em alta dose (IVAC) foi aplicado a um paciente com LB (2,04%) e a outro paciente 

com LDGCB-NCG (2,04%) (ANEXO B). 

Quanto ao desenvolvimento de infecção(ões) oportunista(s) (IO) durante o tratamento 

dos pacientes ou ao diagnóstico, 34% (n = 18) dos 53 pacientes com LBAG foram notificados 

em prontuário médico com IO (17% deles com LDGCB-CG (n = 9), 11,3% com LDGCB-NCG 

(n = 6), e 5,7% com LB (n = 3) (Tabela 1). As principais infecções oportunistas encontradas 

foram: herpes vírus (n=6) seguido de Epistein-Barr vírus (n=3) e citomegalovírus (n=3). 

Infecções fúngicas por cândida e aspergilos também correram em 2 e 1 paciente 

respectivamente. Foi observado que 7 pacientes possuíam retrovírus humano e um paciente 

com vírus da hepatite C. 

Quanto ao estádio clínico dos pacientes, 67,6% dos pacientes (n = 25) tiveram 

estadiamento avançado da doença (III ou IV) após o diagnóstico no total de 37 pacientes cuja 

informação estava reportada em prontuário médico (16 em 21 [76,2%] LDGCB-CG, 8 em 13 

[61,5%] LDGCB-NCG, e 1 em 3 [33,3%] LB). Os casos com estádio clínico I ou II foram 

reportados em 32,4% dos pacientes (n = 12), sendo 5 casos de 21 LDGCB-CG (23,8%), 5 casos 

de 13 LDGCB-NCG (38,5%), e 2 casos de 3 LB (66,6%). 

Os níveis séricos da LDHase ao diagnóstico dos pacientes apresentaram-se elevados em 

todos os pacientes estudados (n = 55), com uma média de 1943,5 ± 2600,9 U/l (variação de 

254U/l a 14809 U/l, mediana: 1039 U/l). Entretanto, não houve diferença significante dos níveis 

séricos de LDH entre os subtipos de LBAG estudados (p = 0,23 – Teste Exato de Fisher). 

 

5.2. Análise dos Rearranjos nos genes MYC e BCL2 por Hibridação in situ Fluorescente 

(FISH) dos Linfomas B de Alto Grau  

 

Todos os 56 casos de LBAG foram revisados e classificados segundo os critérios da 

OMS 20171, de acordo com o fenótipo morfológico e imuno-histoquímico em quatro tipos 

LBAG, como mostrado na Tabela 2. 

A maioria dos pacientes (53,6%; n = 30) foram diagnosticados como linfoma difuso de 

grandes células B (LDGCB) – subtipo célula do centro germinativo, segundo o algoritmo 

imuno-histoquímico de Hans. Neste grupo, identificamos quatro casos de LDGCB – CG com 

quebra no gene BCL2 (13,3%; n = 4), que corresponderam a uma taxa de frequência de quebra 

do gene BCL2 de 7,1% nos 56 casos de LBAG estudados (Tabela 2). Nenhum dos 30 casos de 

LDGCB-CG apresentaram quebra no gene MYC. 
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Em ordem decrescente de incidência, 19 pacientes foram diagnosticados com LDGCB 

– subtipo não-célula do centro germinativo ou célula B ativada (LDGCB-NCG: 33,9%; n = 

19), segundo o algoritmo imuno-histoquímico de Hans.  Neste grupo, três casos de LDGCB – 

NCG apresentaram quebra no gene MYC (15,8%; n = 3), que corresponderam a uma taxa de 

frequência de quebra do gene MYC de 5,4%casos de LBAG estudados (Tabela 2). Nenhum dos 

19 casos de LDGCB-NCG apresentaram quebra no gene BCL2.  

A seguir, foram diagnosticados seis pacientes com linfoma de Burkitt (LB: 10,7%; n = 

6) nos 56 casos de LBAG estudados. Todos os seis casos de LB apresentaram quebra no gene 

MYC, como mostrado na Tabela 2. 

Na casuística estudada, foi diagnosticado apenas um caso de linfoma B de alto grau com 

rearranjo do MYC e BCL2 (linfoma “double-hit” - LDH), cuja taxa de frequência foi de 1,8% 

nos 56 LBAG estudados (Tabela 2; Figura 4). 

 

 
Figura 4 - Aspectos imuno-histoquímicos do paciente com diagnóstico de Linfoma B de Alto Grau 

com Rearranjo duplo para MYC e BCL2 

 
 

Fonte: próprio autor.  

 

5.3. Análise Imuno-histoquímica da Expressão dos Genes MYC e BCL2 nos Linfomas 

B de Alto Grau 

 

Em relação à imunomarcação de MYC, quatro casos de LDGCB-NCG dos 19 estudados 

mostraram alta expressão da oncoproteína c-MYC (LDGCB-NCG alto expressor de c-MYC: 

21,1%; n = 4 em 19), quando utilizamos o “cut off” ≥ 40% para classificação como LBAG  

“alto expressor” de c-MYC. Destes quatro casos de LDGCB-NCG com alta expressão de c-

c-MYC BCL2 
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MYC, metade (50%) apresentaram quebra do gene MYC associada (Tabela 2). Nenhum dos 

casos de LDGCB-CG mostraram fenótipo imuno-histoquímico compatível com alta expressão 

de c-MYC (≥ 40%). 

Dentre os linfomas de Burkitt (LB), 83,3% dos casos (n = 5) tiveram alta expressão da 

proteína c-MYC. O único caso de linfoma B de alto grau com rearranjo de MYC e BCL2 

(linfoma “double-hit” - LDH) apresentou expressão imuno-histoquímica da oncoproteína c-

MYC menor que 40%, como mostrado na Figura 4 e Tabela 2.  

Em relação à imunomarcação de BCL2, 18 casos de LDGCB-CG dos 30 casos 

estudados mostraram alta expressão da oncoproteína BCL2 (LDGCB-NCG alto expressor de 

BCL2: 60%; n = 18 em 30), quando utilizamos o “cut off” ≥ 50% para classificação como 

LBAG “alto expressor” de BCL2. Destes 18 casos, apenas três casos de LDGCB-CG com alta 

expressão de BCL2 apresentaram quebra do gene BCL2 associada (16,7% de 18 LDGCB-NCG 

alto expressor de BCL2). (Tabela 2). 

Dentre os LDGCB-NCG, oito de 19 casos mostraram fenótipo imuno-histoquímico 

compatível com alta expressão de BCL2 (42,1% de 19 LDGCB-NCG), embora nenhum destes 

oito casos se associaram à quebra do gene BCL2. 

Dentre os linfomas de Burkitt (LB), como esperado, não houve nenhum caso (n = 6) 

com expressão imuno-histoquímica da oncoproteína BCL2. O único caso de LBAG com 

rearranjo de MYC e BCL2 (linfoma “double-hit” - LDH) apresentou alta expressão imuno-

histoquímica da oncoproteína BCL2 (≥ 50%), como mostrado na Figura 4 e Tabela 2. 

Ao dividirmos a casuística dos LBAG em 5 grupos de acordo com o perfil imuno-

histoquímico e molecular, a saber: linfoma de Burkitt (n = 6), LDGCB-CG (n = 26), LDGCB-

CG com rearranjo em BCL2 (n = 4), LDGCB-NCG (n = 16) e LDGCB-NCG com rearranjo em 

MYC (n = 3) – comparamos a expressão imuno-histoquímica dos casos de cada grupo de LBAG 

entre alta (≥ 40%) e baixa (< 40%) expressão imuno-histoquímica da oncoproteína c-MYC, e 

entre alta (≥ 50%) e baixa (< 50%) expressão imuno-histoquímica da oncoproteína BCL2. 

Foi observado uma diferença significante da expressão proteíca de c-MYC entre os 

subgrupos imuno-histoquímicos: “alto expressor” vs. “baixo expressor” do gene MYC em todos 

os cinco subtipos de LBAG (p<0,01 – Teste de Kruskal-Wallis), porém na avaliação do BCL2 

não observamos diferença significante entre os dois subgrupos imuno-histoquímicos: “alto 

expressor” vs. “baixo expressor” do gene BCL2 nos cinco subtipos de LBAG (p = 0,06 – Teste 

de Kruskal-Wallis), como demonstra a Tabela 3. 
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Tabela 1 - Dados Imuno-histoquímicos e Moleculares (FISH) dos Linfomas B de Alto Grau  
IMUNO-HISTOQUÍMICA FISH 

CASO c-MYC BCL2 BCL6 Ki67 CD10 MUM1 c-MYC BCL2 
GRUPO LDGCB CG       

1 0% 0% + 44% neg. neg. 0% 0% 
2 0% 0% neg. 48% + neg. 0% 0% 
3 5% 10% neg. 50% + neg. 0% 2% 
4 0% 100% + 36% + neg. 0% 0% 
5 5% 15% neg. 40% + neg. 0% 0% 
6 0% 100% + NA neg. neg. 0% 0% 
7 0% 0% + 31% neg. neg. 0% 0% 
8 0% 0% + 95% + neg. 0% 0% 
9 9% 38% + 90% neg. neg. 0% 0% 
10 0% 0% neg. 25% + neg. 0% 0% 
11 0% 60% + 95% + neg. 0% 0% 
12 0% 99% + 96% neg. neg. 0% 0% 
13 0% 98% neg. 80% + neg. 0% 0% 
14 0% 100% + 95% neg. neg. 0% 0% 
15 6% 98% + 77% neg. neg. 0% 0% 
16 3% 0% + 40% neg. neg. 0% 3% 
17 0% 87% + 35% neg. neg. 0% 0% 
18 12% 5% + 95% neg. neg. 0% 0% 
19 0% 91% + 95% neg. neg. 0% 4% 
20 0% 100% + 95% neg. neg. 0% 0% 
21 21% 80% + 51% neg. neg. 0% 0% 
22 0% 95% + 85% neg. neg. 0% 0% 
23 4% 42% + 70% + neg. 0% 0% 
24 8% 100% + 80% + neg. 0% 0% 
25 0% 59% + 51% neg. neg. 0% 0% 
26 3% 75% + 52% neg. neg. 0% 0% 

GRUPO LDGCB  NCG       
27 0% 3% neg. 33% neg. neg. 0% 0% 
28 3% 25% neg. 31% neg. neg. 0% 0% 
29 7% 0% + 96% neg. + 0% 0% 
30 0% 0% neg. 56% neg. + 0% 2% 
31 22% 0% neg. 95% neg. + 0% 5% 
32 3% 95% neg. 80% neg. + 0% 0% 
33 83% 5% + 90% neg. + 0% 0% 
34 32% 100% neg. 90% neg. neg. 0% 0% 
35 4% 100% ++ 98% neg. + 0% 0% 
36 45% 80% ++ 80% neg. + 0% 0% 
37 0% 24% neg. 63% neg. neg. 0% 0% 
38 0% 20% + 60% neg. + 0% 0% 
39 0% 45% neg. 95% neg. neg. 0% 0% 
40 0% 68% neg. 80% neg. neg. 0% 0% 
41 0% 92% neg. 60% neg. neg. 0% 0% 
42 0% 64% neg. 67% neg. neg. 0% 0% 

GRUPO BURKITT       
43 100% 0% neg. 99% + neg. 43% 0% 
44 5% 0% neg. 96% + neg. 17% 0% 
45 95% 0% + 98% + neg. 49% 0% 
46 100% 0% + 99% + neg. 24% 0% 
47 100% 0% neg. 99% + neg. 37% 0% 
48 80% 0% + 99% + neg. 36% 0% 
GRUPO DHL        

49 22% 98% neg. 86% + neg. 86% 76% 
GRUPO LDGCB CG COM REARRANJO BCL2    

50 0% 86% + NA neg. neg. 0% 38% 
51 0% 17% + 35% + neg. 0% 32% 
52 2% 77% + 42% neg. neg. 10% 36% 
53 7% 65% + 40% + neg. 0% 59% 

GRUPO LDGCB NCG COM REARRANJO MYC    
54 0% 98% + 65% neg. + 41% 0% 
55 54% 0% neg. 43% neg. neg. 48% 0% 
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56 83% 0% neg. 95% neg. + 27% 11% 
 

 
Tabela 2-  Análise da Expressão Imuno-histoquímica de MYC e BCL2 nos Tipos de Linfoma B de Alto 

Grau* 
 BURKITT 

(n=6) CG (n=26) CG + BCL2 (n=4) NCG (n=16) NCG +MYC (n=3) Total P 

C-MYC             <0,01 
<40% 1 (16,7%) 26 (100%) 4 (100%) 14 (87,5%) 1 (33,3%) 46  
≥40% 5 (83,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (12,5%) 2 (66,7%) 9  

 
       

BCL-2       0,06 
<50% 6 (100,0%) 11 (42,3%) 1 (25,0%) 9 (56,3%) 2 (66,7%) 29  
≥50% 0 (0,0%) 15 (57,7%) 3 (75,0%) 7 (43,8%) 1 (33,3%) 26   
Fonte: próprio autor  
*Teste de Kruskal-Wallis 
 

5.4.Abordagem diagnóstica nos Linfomas B de Alto Grau 
 

Na comparação dos valores de expressão imuno-histoquímica de c-MYC com os 

rearranjos gênicos das análises de FISH, excluindo da avaliação o caso de LDH, a imuno-

histoquímica para c-MYC mostrou ter um valor preditivo positivo (VPP) de 78%; valor 

preditivo negativo (VPN) de 96%; sensibilidade de 78% e especificidade de 96%, com acurácia 

de 93% (Tabela X). 

 
Tabela 3 – Análise de teste diagnóstico expressão imuno-histoquímica de c-MYC e presença de FISH 

para c-MYC. 
MYC   REARRANJO GÊNICO    SEN 78% 

  SIM NÃO TOTAL  ESP 96% 
ALTO 

EXPRESSOR 
IHQ 

SIM 7 2 9  VPP 78% 
NÃO 2 44 46  

VPN 96% 
  TOTAL 9 46 55  ACURÁC. 93% 

 

Na comparação dos valores de expressão imuno-histoquímica de BCL2 com os 

rearranjos gênicos das análises de FISH, detectamos que imuno-histoquímica para BCL2 

mostrou ter um VPP de 12%, VPN de 97%, sensibilidade de 75% e especificidade de 55%, com 

acurácia de 56% (Tabela Y). 
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Tabela 4 – Análise de teste diagnóstico expressão imuno-histoquímica de BCL2 e presença de FISH 
para BCl2. 

BCL2   REARRANJO GÊNICO    SEN 75% 
  SIM NÃO TOTAL  ESP 55% 

ALTO 
EXPRESSOR 

IHQ 

SIM 3 23 26  
VPP 12% 

NÃO 1 28 29  VPN 97% 
  TOTAL 4 51 55  

ACURÁC 56% 

 
 Baseando-se nos valores de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acurácia do 

presente estudo, se propõe o seguinte algoritmo pré-teste molecular para o diagnóstico do LDH 

(Figura 9): 
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Figura 5 - Algoritmo proposto para o “workflow” diagnóstico em LBAG. 
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5.5.Análise Imuno-histoquímica do Índice de Proliferação Celular (Expressão do 

Antígeno Ki67) nos Linfomas B de Alto Grau 

 

A avaliação dos índices de proliferação celular (IPC) quantificados com anticorpo anti-

Ki67 (clone MIB1) foi realizada em 53 casos dos 56 pacientes do estudo (94,6% da coorte), 

sendo que o único caso de linfoma “double-hit” (LDH) foi excluído da análise estatística ao se 

comparar todos grupos de LBAG desta coorte. 

A média do IPC dos 53 casos de LBAG foi de 70,5 ± 24,8%, com variação da expressão 

do antígeno Ki67 de 25% a 99% e mediana de 80%. 

Os casos de LB apresentaram os IPC mais elevados (média = 98,3 ± 1,2%; variação de 

96% a 99%) e com diferença significante quando comparados aos casos de LDGCB-CG (média 

= 66 ± 25,2%; variação entre 25% e 96%), LDGCB-CG com quebra do gene BCL2 (média = 

39 ± 3,6%; variação entre 35% e 42%) e LDGCB-NCG (média = 73,4 ± 21,6%; variação entre 

31% e 98%) (p<0,01 – Teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn). Não houve diferença 

significante entre os IPC dos LB e os LDGCB-NCG com quebra do gene MYC (média = 67,7 

± 26,1%; variação de 43% a 95%) (p>0,05 – Teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn) 

(Tabela 4). 

O único caso de LDH apresentou o segundo maior IPC (86%), como mostra a tabela 2, 

seguido muito próximo pelos IPC dos casos de LDGCB-NCG (média = 73,4 ± 21,6%; variação 

entre 31% e 98%). A seguir, os casos de LDGCB-NCG com quebra do gene MYC (média = 

66,04 ± 25,2%; variação de 25% a 96%) ocuparam a terceira posição em ordem decrescente, 

seguidos dos casos de LDGCB-CG (média = 66 ± 25,2%; variação entre 25% e 96%) e dos 

casos de LDGCB-CG com quebra do gene BCL2 (média = 39 ± 3,6%; variação entre 35% e 

42%). Entretanto, não houve diferença estatística significante entre os IPC dos quatro grupos: 

LDGCB-NCG, LDGCB-NCG com quebra do gene MYC, LDGCB-CG e LDGCB-CG com 

quebra do gene BCL2 (p>0,05 – Teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn) (Tabela 4). 
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Tabela 5 - Análise da Expressão Imuno-histoquímica do Ki67 (IPC) nos Tipos de Linfoma B de Alto Grau** 
 

Grupo n Média Desvio 
Padrão Mínimo 1º 

Quartil 
Median

a 
3º 

Quartil 
Máxi
mo 

Valor 
p 

Pós-
teste* 

Ki67 (%)           
BURKITT 6 98,33 1,21 96 98 99 99 99 

<0,01 

a 
CG 25 66,04 25,2 25 44 70 95 96 b 

CG C/ BCL2 3 39 3,61 35 35 40 42 42 b 
NCG 16 73,38 21,56 31 60 80 92,5 98 b 

NCG C/ 
MYC 3 67,67 26,1 43 43 65 95 95 ab 

*letras diferentes indicam diferença entre grupos ao nível de 0,05 de significância 
Fonte: próprio autor.  
**Teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn. 
 

5.6. Análise da sobrevida global 

 

A avaliação da sobrevida global dos pacientes foi realizada com 48 casos de LBAG 

(85,7% da coorte) e atualizada até novembro de 2018, com tempo de sobrevida global em meses 

coletado dos prontuários médicos (seja até o óbito, seja até a data mais recente da última 

consulta dos pacientes).  

Ao correlacionarmos o tempo de sobrevida global entre os cinco grupos de LBAG, não 

encontramos diferença significante na sobrevida global entre os pacientes com os diagnósticos 

de LB, LDGCB-CG com ou sem quebra do gene BCL2 e LDGCB-NCG com ou sem quebra 

do gene MYC (p = 0,29 – Teste de LogRank), como mostra a Tabela 5 e Figura 4. 
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Figura 6 - Gráfico de sobrevida global entre os cinco tipos de LBAG (p = 0,29 – Kaplan-Meier). 

 

 
Fonte: próprio autor.  

 

Houve diferença significativa na sobrevida global entre os paciente com e sem recidiva 

ou recorrência da doença (média de sobrevida global sem recidiva: 81,6 meses [IC 95%: 72,6 

a 90,6 meses] vs. média de sobrevida global com recidiva: 36,7 meses [IC 95%: 17,3 a 56 meses 

– p < 0,01; Teste de LogRank), sendo que durante o tratamento, aqueles pacientes que 

desenvolveram recidiva, apenas 52% sobreviveram à doença no 1º ano, caindo para 27% de 

sobrevida global à doença no 2º ano após tratamento (Tabela 5; Figura 6). 

 
Figura 7 - Gráfico de sobrevida global entre os pacientes com (linha vermelha) e sem (linha preta) 

recidiva de linfoma B de alto grau (p < 0,01 – Kaplan-Meier). 

 
Fonte: próprio autor.  
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Ao correlacionarmos o tempo de sobrevida global entre os pacientes com e sem 

sintomas B, houve diferença significativa entre os grupos (p = 0,02 – Teste de LogRank), sendo 

que os pacientes com sintomas B apresentaram uma sobrevida global média de 50,6 meses (IC 

95%: 26,7 a 74,5 meses) contra uma sobrevida global maior nos pacientes que não apresentaram 

sintomas B (média = 103,4 IC95%; 70,9 a 135,9 meses (Tabela 5 e Figura 7). 

Ao correlacionarmos a sobrevida global dos pacientes com as demais variáveis clínicas, 

tais como a ocorrência de infecção oportunista, acometimento primário de sítio extranodal, 

índice de prognóstico internacional ajustado e estadiamento clínico, não houve relação 

significante (p > 0,05 – Teste de LogRank) (Tabela 5). 
 

Figura 8 - Gráfico de sobrevida global entre os pacientes tratados de linfoma B de alto grau com (linha 
vermelha) e sem (linha preta) sintomas B (p = 0,02 – Kaplan-Meier). 

 

 
Fonte: próprio autor.  

Ao relacionarmos o tempo de sobrevida global com as variáveis clínicas de interesse 

pelo modelo de riscos proporcionais de Cox, obtivemos o risco de óbito estatisticamente 

significante entre os seguintes grupos de pacientes: casos com LB vs. LDGCB-CG (HR bruto 

de 1,57 [IC 95%: 0,52 a 4,59] com p = 0,43; e HR ajustado de 4,29 [IC95%: 1,08 a 17,0 com p 

= 0,04), pacientes com LBAG com vs. sem sintomas B (HR bruto de 3,1 [IC 95%: 1,17 a 8,16] 

com p = 0,02; e HR ajustado de 2,91 [IC95%: 0,93 a 9,08 com p = 0,07), e entre pacientes com 

vs. sem recidiva do LBAG (HR bruto de 19,7 [IC 95%: 2,66 a 146] com p = 0,0; e HR ajustado 

de 12,0 [IC95%: 1,52 a 94,78 com p = 0,02). 
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Tabela 6 – Análise da Sobrevida Global dos Pacientes com Linfoma B de Alto Grau (Teste de LogRank) 
 

Variáveis 

Sobrevida Total Total de 
óbito 

Teste de Log-
Rank 

Prob. em 
1 ano 

Prob. 
em 2 
anos 

Média em meses 
(IC 95%) 

   

Grupo (n=48)      0,29 
BURKITT 0,40 0,20 7,88 (2,25 ; 13,51) 5 4  

CG 0,67 0,43 55,51 (29,25 ; 81,76) 21 15  

CG C/ BCL2 0,67 0,67 57,00 (0,00 ; 120,37) 3 2  

NCG 0,69 0,56 77,06 (36,99 ; 117,13) 16 10  

NCG C/ MYC 1,00 1,00 - 3 0  
       

INFECÇÃO OPORT. 
(n=46) 

     0,22 

Ausente 0,66 0,55 85,04 (55,6 ; 114,48) 29 16  
Presente 0,71 0,41 48,01 (20,01 ; 76,01) 17 13 

       
ACOMETIMENTO 

EXTRANODAL (n=48) 
     0,53 

Ausente 0,75 0,55 75,51 (41,69 ; 109,33) 20 13  
Presente 0,61 0,46 57,73 (33,47 ; 81,98) 28 18 

       

SINTOMAS B (n=45)      0,02 
Ausente 0,87 0,73 103,4 (70,88 ; 135,92) 15 5  
Presente 0,57 0,37 50,58 (26,7 ; 74,45) 30 24 

       

IPIa (n=28)      0,79 
1 0,75 0,25 16,25 (9,82 ; 22,68) 4 3 

 2 0,82 0,73 38,49 (25,43 ; 51,54) 11 5 
3 0,71 0,43 16,86 (12,39 ; 21,32) 7 4 
4 0,67 0,67 78,67 (22,5 ; 134,83) 6 4 
       

RECIDIVA (n=48)      <0,01 
Ausente 1,00 1,00 81,62 (72,6 ; 90,63) 15 2  
Presente 0,52 0,27 36,66 (17,33 ; 55,98) 33 29 

       
ESTÁDIO CLÍNICO 

(n=31) 
     0,98 

I 0,75 0,25 16,25 (9,82 ; 22,68) 4 3 

 II 0,80 0,60 27,88 (9,83 ; 45,93) 5 3 
III 0,83 0,50 28,67 (12,89 ; 44,44) 6 4 
IV 0,63 0,50 63,95 (28,94 ; 98,97) 16 12 

Fonte: próprio autor.  
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5.7.Análise da sobrevida livre de doença 

 

 A avaliação da sobrevida livre de doença foi possível ser realizada com o mesmo 

número de casos de LBAG que foram utilizados na análise de sobrevida global (n = 48; 85,7% 

da coorte), tendo sua atualização até novembro de 2018. 

Ao correlacionarmos o tempo de sobrevida livre de doença (SLD) entre os cinco grupos 

de LBAG, não encontramos diferença significante entre os pacientes com diagnóstico de LB, 

LDGCB-CG com ou sem quebra do gene BCL2 e LDGCB-NCG com ou sem quebra do gene 

MYC (p = 0,13 – Teste de LogRank), como mostra a Tabela 6. 

Houve diferença significante entre a sobrevida livre de doença dos paciente com e sem 

sintomas B (média de SLD sem sintomas B: 62,6 meses [IC95%: 39,4 a 85,8 meses] vs. média 

de SLD com sintomas B: 25,5 meses [IC95%: 14,3 a 36,7 meses] – p = 0,02; Teste de LogRank), 

sendo que durante o 1º ano do tratamento, 73% dos pacientes sem sintomas B sobreviveram 

sem recidiva, passando a 67% de SLD no 2º ano do tratamento; enquanto que 50% dos pacientes 

com sintomas B sobreviveram sem doença no 1º do tratamento, passando a apenas 27% de 

sobrevida livre de doença no 2º ano de tratamento (Tabela 6; Figura 8). 
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Tabela 7 - Análise da Sobrevida Livre de Doença dos Pacientes com Linfoma B de Alto Grau (Teste de 
LogRank) 

 

Variáveis 
Sobrevida Livre de Doença Total Total de 

progressão 
Teste de 

Log-rank 
Prob. 

em 1 ano 
Prob. em 

2 anos 
Média em meses (IC 

95%) 
   

Grupo (n=48)      0,13 
BURKITT 0,40 0,20 7,88 (2,25 ; 13,51) 5 4  

CG 0,48 0,29 28,76 (13,33 ; 44,2) 21 18  

CG C/ BCL2 0,67 0,67 1,00 3 1  

NCG 0,69 0,50 40,87 (21,78 ; 59,97) 16 10  

NCG C/ MYC 1,00 1,00 - 3 0  
       

INFECÇÃO OPORT. 
(n=46) 

     0,41 

Ausente 0,62 0,45 38,58 (25,23 ; 51,93) 29 19  
Presente 0,53 0,35 34,90 (14,93 ; 54,87) 17 13 

       
ACOMETIMENTO 

EXTRANODAL (n=48) 
     0,53 

Ausente 0,70 0,40 38,95 (22,32 ; 55,58) 20 13  
Presente 0,50 0,43 37,47 (21,9 ; 53,04) 28 20 

       

SINTOMAS B (n=45)      0,02 
Ausente 0,73 0,67 62,62 (39,39 ; 85,84) 15 7  
Presente 0,50 0,27 25,49 (14,31 ; 36,66) 30 25 

       

IPI (n=28)      0,26 
1 0,50 0,25 14,25 (6,14 ; 22,36) 4 3 

 2 0,82 0,73 36,91 (24,4 ; 49,41) 11 5 
3 0,57 0,14 11,86 (7,42 ; 16,29) 7 6 
4 0,50 0,50 51,83 (10,02 ; 93,65) 6 4 
       

ESTÁDIO (n=31)      0,97 
I 0,50 0,25 14,25 (6,14 ; 22,36) 4 3 

 II 0,80 0,20 13,48 (6,85 ; 20,11) 5 4 
III 0,67 0,33 12,00 (7,94 ; 16,06) 6 4 
IV 0,56 0,50 38,90 (19,5 ; 58,31) 16 13 

Fonte: próprio autor. 
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Figura 9. Gráfico de sobrevida livre de doença entre os pacientes tratados de linfoma B de alto grau 

com sintomas B (linha vermelha) e sem (linha preta) sintomas B (p = 0,02 – Kaplan-Meier). 
 

 
Fonte: próprio autor.  
 
Ao correlacionarmos a SLD com as demais variáveis clínicas: infecção oportunista, 

acometimento extranodal vs. nodal, IPIa e estadiamento clínico, não houve relação significante 

(p > 0,05 – Teste de LogRank) (Tabela 6). 

Ao relacionarmos o tempo de sobrevida livre de doença com as variáveis clínicas de 

interesse pelo modelo de riscos proporcionais de Cox, obtivemos o risco de progressão da 

doença com significância estatística apenas entre os pacientes LBAG com sintomas B sobre os 

paciente com a doença sem sintomas B: LBAG com sintomas B vs. sem sintomas B (HR bruto 

de 2,54 [IC 95%: 1,10 a 5,90] com p = 0,03; e HR ajustado de 2,79 [IC95%: 1,09 a 7,2 com p 

= 0,03). 
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6. DISCUSSÃO 

 

Durante os últimos anos muitos pesquisadores vêm estudando ao longo dos anos fatores 

prognósticos e estratificação de risco para linfomas agressivos que genericamente são 

denominados linfomas B de alto grau (LBAG). Uma entidade conhecida de LBAG é o linfoma 

B de alto grau com rearranjo MYC/BCL2, entidade nova reconhecida na última edição da 

Classificação das Neoplasias Linfoides da OMS em 20171. No presente trabalho, utilizamos 

métodos de imuno-histoquímica e rearranjo gênico, bem como características clínicas e 

laboratoriais em pacientes com LBAG. 

Quanto à análise pré-teste da expressão imuno-histoquímica de c-MYC nos LBAG, 

verificamos valor preditivo positivo (VPP) pré-teste de 0,78; valor preditivo negativo (VPN) 

pré-teste de 0,96; sensibilidade de 78% e especificidade de 96%, com acurácia de 93%. Em um 

estudo similar ao nosso, Sakr e Cook Jr (2018) analisaram 272 casos de LBAG com pesquisa 

de rearranjo gênico do MYC em 80 amostras em TMA (incluindo 46 casos de LBAG alto 

expressor de MYC e 34 casos de LBAG com expressão negativa para MYC) e detectaram que 

35 casos no total tinham rearranjo no gene MYC, sendo 11% destes casos com expressão 

imuno-histoquímica para MYC negativa. Os autores detectaram ainda que a imuno-

histoquímica para MYC como pré-teste teve 89% de sensibilidade, 38% de especificidade, VPN 

de 92% e VPP de 29%. Tais valores foram diferentes dos nossos apenas no que se refere a taxa 

de especificidade (38% vs.96% em nossa coorte) e ao VPP (29% vs. 78% em nossa coorte), que 

podem ser explicados por diferença metodológica e/ou o clone do anticorpo primário anti-MYC 

existente entre os estudos de Sakr e Cook Jr (2018) – recuperação antigênica com Tris pH 

alcalino por 64 min a 100°C e anticorpo monoclonal de coelho anti-MYC (clone Y69), Abcam 

(Cambridge, MA) pré-diluído para 1:50 por 32 min em calor. Além disso, este estudo 

demonstrou que 20% dos LDH não foram alto expressores do MYC, como 02 casos da nossa 

casuística observado na nossa casuística46. 

Quanto à análise pré-teste de imuno-histoquímica para o BCL2 detectamos que imuno-

histoquímica para BCL2 mostrou ter um VPP pré-teste de 12%, VPN pré-teste de 97%, 

sensibilidade de 75% e especificidade de 55%, com acurácia de 56%. Embora Stephens e Smith 

(2018) recomendam FISH para a pesquisa de translocação no gene MYC em todas as amostras 

de pacientes com LBAG para o rastreamento diagnóstico do LDH. Os autores sugerem que a 

partir da detecção do rearranjo no gene MYC nos LBAG, seja realizada FISH para pesquisa de 

translocações dos genes BCL2 e BCL6, tornando assim o método mais sensível e com maior 

relação custo-benefício para o diagnóstico dos LDH 47. 
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Nosso algoritmo pode ser útil na racionalização da indicação de testes moleculares, 

orientando melhor quais os casos de LBAG que devem ser indicados para FISH. Portanto, 

segundo nosso estudo, o emprego da imuno-histoquímica para c-MYC como pré-teste 

molecular para indicar FISH, utilizando-se o “cut off” de ≥ 40% tem boa acurácia, boa 

sensibilidade e alta especificidade, devendo ser empregado como exame de escrutínio para 

FISH.  

Quanto ao emprego da imuno-histoquímica para BCL2 como pré-teste molecular na 

indicação de FISH, sugerimos valorizar apenas a negatividade como indicador da ausência da 

quebra do BCL2 devido à boa sensibilidade (75%) e alto VPN (97%). As reações imuno-

histoquímicas para BCL2 positivas não têm alta especificidade como pré-teste molecular, uma 

vez que há altas taxas de falso-positivo. Recomendamos que, nos casos de LBAG alto 

expressores de MYC e BCL2, seja feito primeiro FISH para quebra no MYC. Caso este seja 

positivo, está indicada FISH para quebra no gene BCL2. 

Na estratificação destes casos segundo o perfil imuno-histoquímico e as análises 

citogenéticas por FISH, observamos a presença de rearranjo gênico em BCL2 em quatro casos 

dos 30 linfomas B de alto grau classificados como LDGCB-CG (13,3%), com uma taxa de 

frequência estimada de 8,2% de quebra nesse gene quando comparada ao total de casos de 

LDGCB (n = 49). Na análise da prevalência de rearranjo no gene MYC neste mesmo grupo de 

LDGCB-CG, não encontramos o rearranjo no gene MYC em nenhum dos 30 casos de LDGCB-

CG de nosso estudo. 

Weiss et. al (1987) relatou uma taxa de prevalência de quebra no gene BCL2 em casos 

de LDGCB um pouco mais elevada, embora similar, de 20% a 30%, sendo também a grande 

maioria destes casos do subtipo CG46.  

Em paralelo, verificamos que nos 19 casos de LDGCB-NCG, ocorreu uma taxa de 

frequência de quebra no gene MYC de 15,8% (ou seja, de 6,1% nos 49 casos de LDGCB); 

enquanto nenhum dos 19 casos de LDGCB-NCG apresentaram rearranjo no gene BCL2. 

Em comparação a outros estudos, a taxa de frequência de translocação do gene MYC 

foi observada em aproximadamente 10% dos LDGCB, sendo mais predominante no subtipo 

CG. Por exemplo, Savage et al (2009) demonstrou uma taxa de prevalência de 9% do rearranjo 

do gene MYC em 135 pacientes com LDGCB, e ainda correlacionou e presença do rearranjo 

com pior prognóstico49. A mesma prevalência de quebra do gene MYC de 9% foi identificada 

em outra coorte de 407 casos de LDGCB, cujo impacto negativo no prognóstico também foi 

relacionado à alteração citogenética50. Green e colaboradores (2012) também detectaram uma 
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taxa similar de prevalência de rearranjo no gene MYC de 11% em 189 pacientes tratados por 

LDGCB com R-CHOP51. 

De modo similar, o rearranjo do gene MYC foi observado em 12,2% dos 1228 casos de 

LDGCB da coorte de Scott e cols. (2018) para avaliar a incidência de DHL e os efeitos das 

estratégias de rastreamento e incluiu principalmente, mas não exclusivamente, LDGCB-CG. O 

rearranjo do gene MYC como única alteração genética foi presente em casos de LDGCB-NCG 

e LDGCB-CG, enquanto DHL com rearranjos dos genes MYC e BCL2 foram exclusivamente 

encontrados nos LDGCB-CG. De acordo com estes autores, a melhor forma de rastreio 

diagnóstico de DHL é a pesquisa do rearranjo do gene MYC52. 

As taxas de prevalência dos rearranjos nos genes BCL2 e MYC previamente reportados 

na literatura são semelhantes aos encontrados em nosso estudo (Weiss LM 1987; Savage KJ  

2009, Horn H, 2013, Green TM 2012, Scott DW 2018)48, 49, 50, 51, 52. Entretanto, não verificamos 

correlação significante da quebra nos genes BCL2 ou MYC com o prognóstico dos pacientes 

com LDGCB, SOE (p = 0,29 – Teste de LogRank). Tal aparente divergência com a literatura, 

entretanto, deve ser ponderada devido ao limitado número de casos de LDGCB (n = 49) em 

nossa coorte, quando comparada às coortes de Savage et al em 2009 (n = 135), de Horn et al 

em 2013 (n = 407) e de Green et al em 2012 (n = 189). 

Além disso, é importante reforçar o fato de haver maior prevalência de quebra no gene 

BCL2 em relação ao gene MYC nos casos de LDGCB, SOE (Savage KJ 2009., Horn H 2012, 

Green TM 2013)49, 50, 51 – também demonstrado em nossa coorte, nos sugere uma sequência de 

eventos moleculares na patogênese dos linfomas “double hit”, cujo primeiro “hit” citogenético 

mais provavelmente ocorra no gene BCL2, seguido metacronicamente da ocorrência do 

segundo “hit” citogenético no gene MYC, considerando-se aqui a  patogênese apenas dos 

linfomas B de alto grau com rearranjo nos genes MYC e BCL2 (linfomas “double-hit” - LDH). 

Tal fenômeno na patogênese dos linfomas B de alto grau com rearranjo nos genes BCL2 

e MYC (linfomas “double-hit” - LDH) ocorre predominantemente entre os LDGCB-CG, como 

relatado nas coortes de Savage e cols. (2009), Green e cols. (2012) e Horn e cols. (2013)48, 49, 

50. Entretanto, talvez devido ao limitado número de casos de LDGCB, não foi possível observar 

uma taxa de frequência do segundo “hit” citogenético no gene MYC entre os 30 casos de 

LDGCB-CG. 

Na presente série, verificamos apenas 01 caso de LBAG com rearranjos MYC/BCL2 

(linfoma “double-hit” - LDH), ou seja, 1,8% dos 56 casos estudados. 

O diagnóstico do LDH é raro, e corresponde a menos de 5% dos linfomas B de alto grau 

segundo a OMS 20171, 53. Agarwal e cols. (2016) estudaram 209 casos de linfomas de alto grau 
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através de imuno-histoquímica e FISH para pesquisa dos rearranjos nos genes MYC e BCL2, e 

observaram uma prevalência de 7,4 % de linfomas com duplo rearranjo para MYC/BCL2, 

sendo a maioria linfomas tipo centro germinativo54. De modo semelhante, o único caso de nosso 

trabalho também mostrou perfil de célula centrogerminativa, com CD10 positivo, BCL6 

negativo e MUM1 negativo (Tabela 2).  

Embora o LDH é mais comum em pacientes acima dos 60 anos e geralmente possui 

fatores prognósticos negativos e estádios avançados ao diagnostico55, não foram encontrados, 

no prontuário médico do paciente, demais dados clínicos de prognóstico e estadiamento. Nosso 

único caso de linfoma B de alto grau com rearranjo MYC/BCL2 ocorreu em paciente do gênero 

feminino, com 58 anos, e primário em linfonodo, semelhante à casuística estudada por Huang 

et al (2018), que avaliou comparativamente 40 pacientes com linfoma “triple hit” com 

rearranjos MYC/BCL2/BCL6 e com linfomas “double hit” (MYC/BCL2 e MYC/BCL6), 

encontrando média etária 61 anos, com 63% de pacientes masculinos56. 

Em relação aos linfomas classificados como LB (10,7%; n = 6), todos apresentaram 

quebra no gene MYC, negatividade imuno-histoquímica para expressão do BCL2 e MUM1, 

compatíveis com o que se observa na literatura53. 

Quanto à análise do índice de proliferação celular (IPC) com anticorpo anti-Ki67 

(clone MIB1), observamos que não houve diferença estatisticamente significante dos IPCs entre 

as médias dos grupos de LDGCB com e sem quebra de BCL2 ou MYC (p > 0,05 - Teste de 

Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn). Houve apenas diferença do IPC destes grupos com os 

linfomas de Burkitt (p < 0,01 – Teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn). 

As médias do IPC não ultrapassaram 70% nos LDGCB-CG sem quebra de BCL2 ou 

MYC, sendo que a taxa de proliferação celular média nos LDGCB-CG com quebra de BCL2 

foi de 39%, enquanto nos casos de LDGCB (SOE), sem rearranjos gênicos de BCL2 e/ou MYC, 

as taxas de proliferação celular variaram de 60% a 73%, principalmente nos subtipos LDGCB-

NCG sem rearranjos. Nossos resultados são concordantes com estudos prévios que também 

demonstraram ausência de relação entre os rearranjos nos genes BCL2 e MYC e elevadas taxas 

de proliferação celular, de forma independente59. Por exemplo, Mation-Kalaw et al (2012), 

mostraram que o IPC como pré-teste de escrutínio na indicação de teste molecular para análise 

de quebras nos genes BCL2 e MYC apresenta taxas de especificidades baixas, não 

ultrapassando 55%, quando utilizado ‘cut offs” de 75% e 90% para o IPC57.  

Nossos dados, conjuntamente com outros estudos, sugerem que a proliferação celular 

isolada não seja indicadora de quebra dos genes BCL2 e MYC. O único caso de LDH do nosso 
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estudo teve índice de proliferação celular de 86%, considerado acima dos “cut offs” estudados 

por Mation-Kalaw et al (2012). 

Em relação à sobrevida global (SG) dos LBAG dos nossos pacientes (n = 48), não houve 

diferença significante entre os pacientes com os diagnósticos de LB, LDGCB-CG com ou sem 

quebra do gene BCL2 e LDGCB-NCG com ou sem quebra do gene MYC (p = 0,29), 

possivelmente devido ao número limitado de pacientes em nossa coorte. A SG foi maior nos 

casos que não possuem rearranjos gênicos duplos para MYC e BCL2. Lanbdsburg et al (2014) 

encontraram resultados de 56,8 meses para LBAG não-“double-hit” contra 8,2 meses para os 

linfomas com duplo rearranjo. Estes pacientes com LDH costumam apresentar ao diagnóstico, 

estadiamento clínico avançado. Eles também observaram que 14 dos 17 pacientes com LBAG 

com duplo rearranjo foram diagnosticados em estádio III ou IV58. Em nossa coorte, não foi 

possível comparação do estádio clínico e dados de sobrevida do caso com duplo rearranjo 

devido à ausência destas informações no prontuário médico. 

A SG global em 1 e 2 anos para os nossos casos de LDGCB-NCG com quebra do MYC 

(n = 3) foi de 100% durante o período de nosso estudo. Pacientes que tiveram quebra isolada 

do BCL2 tiveram SG média de 57 meses. Embora a diferença SG entre esses grupos não tenha 

sido significativa (p = 0,29 – Teste de LogRank), é necessário um maior número de casos de 

LDGCB-NCG com quebra do MYC para validar esse achado em nossa coorte.  

A literatura mostra que o rearranjo de MYC é associado a um pior prognóstico e maior 

risco de envolvimento do sistema nervoso central59. Ye et al (2016), demostraram que pacientes 

com os rearranjos MYC e BCL2 se correlacionaram com pior sobrevida em toda a coorte na 

comparação geral e no subgrupo CG, sendo essas diferenças estatisticamente significantes. Já 

no subgrupo NCG não houve diferença estatística significante quanto a piora da sobrevida em 

pacientes com rearranjos gênicos para MYC e BCL260. 

Na nossa coorte houve diferença significativa na sobrevida global entre os pacientes 

com e sem recidiva da doença. Também se observou diferença de sobrevida quando se 

comparou a presença vs. ausência de sintomas B nos LBAG (p = 0,02 – Teste de LogRank). 

Em estudo com 106 casos de LDGCB quanto à expressão imuno-histoquímica de MYC 

e BCL2, correlacionando seus dados com o prognóstico, Perry et al (2014), observaram que a 

alta expressão para MYC e BCL2, sobretudo quando para ambos, foi relacionada a pior 

prognóstico e menor sobrevida61. Green et al (2012), avaliaram a expressão imuno-histoquímica 

e a citogenética de MYC, BCL2 e BCL6 em 193 pacientes, sendo que 29% dos pacientes foram 

alto expressores de MYC e BCL2 e exibiram menores taxas de sobrevida em relação aos outros 

pacientes, independente do resultado citogenético 49. De modo semelhante, Ambrosio et al 
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(2019), estudaram a expressão imuno-histoquímica de MYC e BCL2, utilizando pontos de corte 

de 70% e 50%, respectivamente, e observaram que pacientes alto-expressores de MYC 

possuíam pior prognóstico em uma coorte de 753 linfomas B agressivos, sugerindo que esse 

grupo de LBAG tem maior probabilidade de abrigarem rearranjo do gene MYC62.   

Scott et al (2015), também mostraram que a alta expressão imuno-histoquímica para 

MYC e BCL2 em 31% de 339 casos de LDGCB tiveram relação significante com menor 

sobrevida global quando comparados com pacientes sem expressão de MYC e BCL2 63. 

Embora nosso estudo não teve como objetivo comparar as expressões imuno-

histoquímicas para MYC e BCL2 com dados de sobrevida, a literatura mostra que LBAG 

expressores de MYC e BCL2 permitem prognosticar a sobrevida global desses pacientes49, 61-

63. 

Por fim, nosso estudo não mostrou diferença de sobrevida livre de doença (SLD) entre 

os cinco grupos diagnósticos: LB, LDGCB-CG com ou sem quebra do gene BCL2 e LDGCB-

NCG com ou sem quebra do gene MYC (p = 0,13). Porém, a sobrevida livre de doença mostrou 

relação apenas com a presença ou não de sintomas B, sendo maior naqueles pacientes sem 

sintomas B. Ao compararmos nossos resultados de SLD e dados clínicos com os estudos de 

Ambrosio et al (2019), observamos que esses autores encontraram, em uma coorte de 753 casos 

de linfomas B agressivos, relação da SLD com idade, envolvimento de medula óssea, rearranjo 

do MYC e rearranjo do BCL2 e IPIa como fatores prognósticos independentes62. Tais 

diferenças com nossos achados podem ser explicada, pelo menos em parte, por limitação do 

número de nossa casuística. 
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7. CONCLUSÃO 

 

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, podemos concluir que: 

 

• Um algoritmo imuno-histoquímico útil para o escrutínio pré-teste molecular 

pode ser desenhado para aplicação na rotina diagnóstica em casos de LBAG. 

• Imunoexpressão de c-MYC ≥ 40% em LBAG indica a realização de FISH para 

pesquisa do rearranjo gênico, com alta sensibilidade e especificidade. 

•  Imunoexpressão de c-MYC ≥ 40% e positividade para BCL2 independente do 

“cut off” em LBAG indica a realização de FISH para pesquisa dos rearranjos de 

MYC e BCL2 com alta sensibilidade e especificidade. 

• Imunoexpressão de c-MYC ≥ 40% com negatividade para BCL2 em LBAG 

indica a realização de FISH para pesquisa do rearranjo gênico do MYC com alta 

sensibilidade e especificidade. 

• Houve diferença significativa da imunoexpressões de MYC com cut off de 40% 

(baixo [< 40%] vs. alto expressor [≥ 40%]) dentro dos grupos de LBAG (LDGCB-

CG, LDGCB-NCG, LDGCB-CG com quebra de BCL2, LDGCB-NCG com quebra 

de MYC e LB). 

• Houve tendência a diferença significativa da imunoexpressões de BCL2 com cut 

off de 50% (baixo [< 50%] vs. alto expressor [≥ 50%]) dentro dos grupos de LBAG 

(LDGCB-CG, LDGCB-NCG, LDGCB-CG com quebra de BCL2, LDGCB-NCG 

com quebra de MYC e LB). 

• O índice de proliferação celular não mostrou diferença entre os LDGCB-CG ou 

NCG com ou sem quebra de MYC ou BCL2. 

• O IPC mostrou diferença significante entre os LB e LDGCB-CG com ou sem 

quebra do BCL2, LDGCB-NCG sem quebra de MYC. 

• O IPC não mostrou diferença entre os LB e LDGCB-NCG com quebra do MYC. 

• A sobrevida global nos LBAG é significativamente menor nos pacientes com 

sintomas B e recidiva de doença. 

• A sobrevida livre de doença nos LBAG é significativamente menor nos pacientes 

com sintomas B. 

• Não houve relação entre sobrevida global dos LBAG com infecção oportunista, 

acometimento extranodal, IPIa e estádio clínico. 
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• Não houve relação entre sobrevida livre de doença dos LBAG com infecção 

oportunista, acometimento extranodal, IPIa e estádio clínico. 

• Houve limitação dos resultados devido ao tamanho da coorte e a baixa taxa de 

frequências dos linfomas com rearranjos gênicos duplos para BCL2 e MYC. 
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ANEXO B – Tabela dos dados clínicos dos 56 Linfomas B de Alto Grau Classificados segundo 

OMS 2017. 
 

Caso Idade Gênero Acomentimento 
Extranodal Sintomas B IPIa Regime 

Quimioterápico 
Infecção 
Oport. 

Estádio 
Clínico 

LDH 
(U/l) 

Óbito † / 
Recidiva 

LDGCB-CG                     
1 59 M Não NA NA R-CHOP NA NA 387 † 85 m 
2 80 M Não NA NA Não realizado NA NA 2390 † 1 m 

3 64 M Sim Presente 1 CHOP + MAD 
intratecal Sim IA 741 † 154 m 

4 70 M Sim Ausente NA 
CHOP + MAD 

intratecal Não NA 781 † 11 m 

5 68 M Sim Ausente NA Não realizado Não NA 10996 † 0 m 
6 67 F Sim Ausente NA R-CHOP Não IVB 328 Vivo 
7 53 M Sim Ausente 4 R-CHOP Sim NA 3941 † 138 m 
8 38 M Sim Presente NA Não realizado Não IVB 2250 † 0 m 
9 64 M Sim Presente NA R-CHOP Não NA 1902 † 17 m 
10 41 M Não Presente NA R-CHOP Sim IVB 832 † 14 m 
11 68 F Não Presente NA R-CHOP Não IIIA 425 † 0 m 
12 58 M Não Presente 1 R-CHOP Sim IVB 612 † 21 m 
13 34 F Sim Presente 2 R-CHOP Sim IB 8391 † 52 m 
14 34 F Sim Ausente 2 R-CHOP Não IVB 425 Vivo 
15 70 F Sim Ausente 4 R-CHOP Não IVA 2508 Vivo 
16 68 F Sim Presente 4 R-CHOP Não IVA 1625 † 12 m 
17 48 M Não Ausente NA R-CHOP Não IVB 254 NA 
18 49 M Sim Ausente 2 R-CHOP Não IA 858 Vivo 
19 47 M Sim Ausente NA Não realizado Sim IVA 1449 † 1 m 
20 30 F Não Ausente 2 R-CHOP Não NA 787 NA 
21 80 M Não Ausente 2 R-CHOP Não IVB 367 NA 
22 52 M Não Presente NA NA Sim IB 658 NA 
23 79 F Sim Presente 3 R-CHOP Sim NA 739 † 20 m 
24 70 M Não Presente 3 R-CHOP Não IVA 2248 Vivo 
25 66 F Não Presente 4 R-CHOP Sim IIB 1000 † 45 m 
26 84 F Não Presente 2 R-CHOP Não IIIB 1039 † 3 m 
27 59 F Não Presente 2 R-CHOP Não IIIB 1523 Vivo 
28 70 F Sim Ausente 3 R-CHOP Não  IVA 526 NA 
29 70 F Não NA NA R-CHOP Não NA 1341 Vivo 
30 60 M Sim Presente 4 R-CHOP Não IVB 2834 NA 

LDGCB-NCG                      
31 61 F Não Presente 4 R-CHOP Sim IIIB 1763 Vivo 
32 84 M Sim Presente 4 Paliativo Não IVB 1273 † 1 m 
33 59 F Sim Ausente NA R-CHOP Sim NA 1206 Vivo 
34 63 F Não Presente 2 R-CHOP Não IIB 988 † 16 m 
35 83 M Sim Ausente 2 R-CHOP Não NA 596 Vivo 
36 56 F Sim Presente 3 R-CHOP Sim IVB 1919 † 12 m 
37 64 F Sim Ausente 2 R-CHOP Não NA 485 Vivo 
38 51 M Não Ausente NA RITUXIMAB Sim NA 1162 Vivo 
39 56 M Sim Ausente 3 R-CHOP Não NA 637 Vivo 
40 68 M Não Presente 3 R-CHOP Não IIB 2248 Vivo 
41 63 M Não Presente 3 R-CHOP Não IIIB 1930 † 20 m 
42 47 M Não Presente NA R-CHOP Não IVB 5303 † 166 m 
43 76 M Sim Presente 3 R-CHOP Não IVB 2738 † 6 m 
44 24 M Não Presente NA R-CHOP Sim IIB 4621 † 0 m 
45 77 M Sim Presente NA Não realizado Não NA 2232 † 0 m 
46 60 F Sim Presente NA R-CHOP Não IVB 748 † 54 m 
47 85 F Não Presente 2 R-CHOP Não IIB 451 † 41 m 
48 58 F Não Presente 1 R-CHOP Não IA 385 Vivo 
49 35 M Sim Presente 2 CODOX-M/IVAC Sim IVA 866 Vivo 

LDH (“double 
hit”)                     
50 58 F Não NA NA R-CHOP NA NA NA NA 

L. BURKITT                     
51 28 M Sim Ausente NA HIPER CVAD Sim NA 1645 † 14 m 
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52 3 M Sim Presente NA 
CHOP + MAD 

intratecaL Não NA 780 Vivo 

53 30 M Não Presente NA Não realizado Sim NA 2570 † 0 m 
54 25 M Sim Ausente 2 CODOX-M/IVAC Sim IVB 14809 † 3 m 
55 35 M Não Ausente NA HIPER CVAD Não IA 860 NA 
56 57 F Sim Presente 1 HIPER CVAD Não IB 520 † 8 m 

 

Fonte: próprio autor.
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