JUVANI LAGO SATURNO

Andlise imuno-histoquimica da Bcl-2, Bcl-6, c-Myc e Ciclina D1 em Linfomas de
Células B da Regiéo Oral

Sao Paulo
2013



JUVANI LAGO SATURNO

Andlise imuno-histoquimica da Bcl-2, Bcl-6, c-Myc e Ciclina D1 em Linfomas de
Células B da Regiao Oral

Versao Corrigida

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Odontologia da Universidade de Séo
Paulo para obtencdo do titulo de Mestre
pelo Programa de Poés-Graduacdo em
Odontologia

Area de Concentracdo: Patologia e
Estomatologia Basica e Aplicada

Orientadora: Profa. Dra. Suzana
Cantanhede Orsini Machado de Sousa

Sao Paulo
2013



Autorizo a reprodugéo e divulgacéo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio convencional ou
eletrénico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Catalogacao-na-Publicacao
Servico de Documentacdo Odontoldgica
Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo

Saturno, Juvani Lago.

Andlise imuno-histoquimica da Bcl-2, Bcl-6, c-Myc e Ciclina D1 em Linfomas de
Células B da Regido Oral / Juvani Lago Saturno ; orientador Suzana Cantanhede
Orsini Machado de Souza. -- Sdo Paulo, 2013.

55 p. : fig., tab., graf.; 30 cm.

Dissertacdo (Mestrado) -- Programa de P6s-Graduagdo em Odontologia. Area
de Concentracdo: Patologia e Estomatologia Bésica e Aplicada . -- Faculdade de
Odontologia da Universidade de S&o Paulo.

Versao corrigida

1. Linfoma. 2. Ciclina D1. 3. Proteinas. |I. Souza, Suzana Cantanhede Orsini
Machado de. Il. Titulo.




Saturno JL. Analise imuno-histoquimica da Bcl-6, Bcl-2, c-Myc e Ciclina D1 em
linfomas de células B da regido oral. Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao Paulo para obtencdo do titulo de Mestre em

Odontologia.

Aprovado em: / /2014

Banca Examinadora

Prof(a).Dr(a). Instituicdo:
Julgamento: Assinatura:
Prof(a).Dr(a). Instituicao:
Julgamento: Assinatura:
Prof(a).Dr(a). Instituicdo:
Julgamento: Assinatura:




Dedico este trabalho aos meus pais Justino e Maria Aparecida e aos meus avos
Francisco (in memorian) e Conceicao,
que sempre me incentivaram a conseguir o que ha de melhor e que sempre fizeram de
tudo para ensinar os melhores valores humanos aos filhos. Obrigado por terem
dedicado suas vidas a educar os filhos da melhor maneira e a nos ensinarem a nao
desistirmos de nossos desejos. Vocés serao sempre os meus maiores exemplos.
Dedico também a todos os professores que tive na vida, titulados ou nao, pois sem
eles chegar até aqui nao seria possivel.
Minha gratidao especialmente a Eliza, pela companhia fortalecedora que me faz

melhorar a cada dia. Obrigado pelo incentivo, pela paciéncia e pelo amor dedicado.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha orientadora Profa. Dra. Suzana C. O. Machado de Sousa,
por me ajudar a tornar esta dissertacdo possivel. Agradeco por me auxiliar na
continuidade dos estudos e pela dedicacédo e cuidado com que trata todos alunos.
Exemplo de profissional da Educagdo e da Odontologia. Muito obrigado pela
compreensao e pela oportunidade dada para que pudesse conciliar o trabalho com
0s estudos.

Ao Prof. Dr. Fabio Daumas Nunes, pelo incentivo e auxilio na execucao
deste trabalho, pela compreensdo nos momentos ausentes do laboratorio, por ser
um exemplo de pesquisador, pelas sugestbes, ensinamentos, correcbes e pela

oportunidade de trabalho conjunto. Muito Obrigado.

Aos Professores Décio dos Santos Pinto Junior, Andréa Mantesso,
Marina Helena Cury Gallottini, Marilia Trierveiler Martins e Karem Lopez Ortega,
por todo aprendizado, apoio e convivéncia agradavel. Obrigado por conduzirem o
programa com o0s maiores esforcos, pela exemplar dedicagdo ao ensino e a

pesquisa cientifica.

Muito obrigado as minhas companheiras de laboratério e de profissdo Elisa
dos Santos e Adriana Fraga Costa Samos Paris. Agradeco pela ajuda na
execucdo das andlises, pela compreensdo nos momentos de auséncia e pelos
momentos divertidos. Obrigado pela amizade, pelo incentivo, pela ajuda nos

momentos bons e nos mais complicados, ndo somente da vida profissional.

Zilda, Néia e Nair, muito obrigado pela ajuda nos assuntos burocraticos, pelo

incentivo, pela companhia, pelo convivio agradavel e pela amizade.

A todos os colegas do curso de poés-graduacdo, obrigado pela troca de

experiéncias e pela companhia.



Ao Servico de Documentacdo Odontoldgica pela ajuda na formatacdo do
trabalho. Muito Obrigado!



“O mundo é um livro, e quem fica sentado em casa Ié somente uma pagina”.
Santo Agostinho de Hipona



RESUMO

Saturno JL. Analise imuno-histoquimica da Bcl-2, Bcl-6, c-Myc e ciclina D1em
linfomas de células B da regido oral [dissertacdo]. Sdo Paulo: Universidade de
Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2013. Versédo Corrigida

Neste trabalho foram analisados 30 casos de linfomas de células B da regido
oral, fixados em solucdo de formaldeido e incluidos em parafina, através da
técnica de imuno-histoquimica para as proteinas c-Myc, Bcl-2, Bcl-6 e ciclina
D1. Dos casos analisados 40% foram positivos para a marcacao para c-Myc,
33,3% para a marcacéo para ciclina D1, 83,3% para a marcacdo para Bcl-2 e
53,3% para a marcacdo para Bcl-6. Todos os casos foram diagnosticados
como linfomas difusos de grandes células B, o subtipo de linfoma com a maior
casuistica. A andlise destas proteinas é de fundamental importancia para o
diagnaostico e direcionamento do tratamento de doencas hematopoiéticas, pois
estdo envolvidas em varios processos de controle da transcricdo génica, do
ciclo celular e dos processos apoptoéticos e 0 aumento do conhecimento sobre

sua acdo em diferentes subtipos de linfomas pode corroborar outros estudos.

Palavras-chave: Linfomas. Bcl-2. Bcl-6. c-Myc. Ciclina D. Células B.



ABSTRACT

Saturno JL. Immunohistochemical analysis of Bcl-2, Bcl-6, c-Myc and Cyclin D
in B cell lymphomas of the oral region [dissertation]. S&o Paulo: Universidade
de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2013. Versao Corrigida

In this study, 30 cases of formalin-fixed and paraffin-embedded B-cell
lymphomas of the oral region were submitted to immunohistochemistry for the
detection of proteins c-Myc, Bcl-2, Bcl-6 and cyclin D1. Fourty percent (40%) of
the studied cases were positive for c-Myc, 10% for cyclin D1, 83.3% for Bcl-2
and 53.3% for Bcl-6. The analysis of these proteins has fundamental
importance for the diagnosis and treatment course of hematopoietic diseases,
because they are involved in various processes controlling gene transcription
and cell cycle. All cases were diffuse large B-cell lymphomas, the subtype with
the highest incidence.

The analysis of these proteins is very important for the diagnosis and treatment
course of hematopoietic diseases, because they are involved in various
processes controlling gene transcription, cell cycle and apoptotic processes and
an increase in the knowledge of their action in different subtypes of lymphomas

can corroborate to other studies.

Keywords: Lymphoma. Bcl-6. Bcl-2. c-Myc. Cyclin D1. B cells.
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1 INTRODUCAO

Os linfomas sdo um conjunto de neoplasias malignas do sistema
linfatico, que se originam dos linfocitos nos linfonodos. Classificam-se, de
acordo com a Organizacao Mundial de Saude (OMS) em linfomas de Hodgkin e
linfomas ndo Hodgkin. Os linfomas de Hodgkin se caracterizam principalmente
pela presenca na analise histolégica de linfocitos binucleados, conhecidos
como células de Reed-Sternberg. Os linfomas ndo Hodgkin séo divididos em
mais de 20 subtipos com aspecto morfologico, clinico, imuno-histoquimico e
genético diferenciado, podendo se apresentar tanto em linfocitos B, assim
como em linfocitos T.

Estudos tem demonstrado que o linfoma difuso de grandes células B
(LDGCB) €é o linfoma mais frequente na cavidade oral, ocorrendo
principalmente nos tecidos moles. Também demonstram que na ampla gama
de LDGCB ha diferencas na expresséao proteica de diversas moléculas, o que
pode indicar diferentes respostas a determinados tratamentos ou diferencas no
padrao de desenvolvimento da doenca.

A proteina Bcl-2 ( do inglés “B cell CLL/lymphoma-2”) pertence a uma
familia de proteinas que sdo conhecidas por controlar a integridade da
membrana mitocondrial externa e a apoptose. O proto-oncogene BCL2 esta
localizado no cromossomo 1821 e se encontra frequentemente translocado
em casos de linfoma folicular (LF) e no linfoma difuso de grandes células B
(LDGCB), com sua expressao na analise por imuno-histoquimica alterada.

A proteina Bcl-6 € um fator de transcricdo ligado ao zinco com um
dominio N-terminal BTB/POZ e motivos ligantes ao DNA do tipo dedo de zinco
na extremidade C-terminal. Age como um repressor da transcricdo génica e
pode se encontrar com expressao alterada nos LDGCB, LF e no linfoma de
Burkitt.

A proteina c-Myc age como um fator de transcri¢cdo, na forma de dimero

com a proteina MAX e o gene MYC € encontrado alterado por amplificagbes,
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translocacbes ou mecanismos dependentes de microRNAs. Estima-se que
cerca de 10% dos genes humanos tenham a expressao controlada pela MYC
gue participa dos processos de divisdo celular, crescimento, apoptose e
diferenciacdo, muito importantes na oncogénese.

A proteina ciclina D1 é codificada pelo gene CCND1 e é essencial no
controle do ciclo celular, agindo na transicao da fase G1/S. Tem um conhecido
potencial oncogénico e é encontrada com sua expressao elevada em varias
neoplasias.

Esse trabalho buscou analisar as possiveis diferencas entre os LDGCB,
através de reacdes imuno-histoquimicas para essas quatro proteinas, em
casos de linfomas de células B da regido oral, do arquivo da Disciplina de
Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Os linfomas sdo um conjunto de doencas linfoproliferativas
variadas, correspondem de 10 a 15% de todas as neoplasias que podem
ocorrer na infancia humana e possuem diferentes subtipos que se originam das
células do sistema imune ou de seus precursores. Sdo classificados em
Linfomas de Hodgkin (LH) e Linfomas n&o-Hodgkin (LNH). O acometimento
extra-nodal ocorre em qualquer estagio da doenca, podendo acometer sistema
nervoso central, cabeca e pescoco, torax, abdome, gbnadas e o0ssos, sendo
raro no linfoma de Hodgkin (1).

A regido do anel de Waldeyer esta envolvida em 15-20% dos
casos de linfoma e corresponde a 50% dos casos de LNH com acometimento
extranodal na regido da cabeca e pescoco (2).

Os LNH compreendem um grupo heterogéneo de neoplasias
linféides derivadas principalmente de células B e raramente de células T, sendo
gue sua incidéncia tem aumentado durante as Ultimas décadas. A verificacao
da ativacdo de proto-oncogenes por translocacdes cromossémicas (MYC,
BCL2, BCL6, BCL10, BCL1, NPM-ALK) e da inativacdo de genes supressores
tumorais (TP53, CDKN2A, ATM) sdo importantes para seu diagndstico e
tratamento. As translocacfes cromossdémicas representam 0 mecanismo
principal de ativacdo de proto-oncogenes nos LNH (3) (4) (5).

Estudos sobre o perfil de expressdo genética classificam os
LDGCB em dois principais subtipos: o tipo células B do centro germinativo
(GCB) € o tipo células B ativadas (ABC), sendo que o GCB parece ter a maior
taxa de pacientes sobreviventes. A forma mais pratica de reconhecer estes
subtipos é através da andlise imuno-histoquimica, com aplicacdo do algoritmo
proposto por Hans et al. (6). (Figura 2.1)

O LDGCB expressa varios marcadores especificos de linfocitos
B como CD19, CD20, CD22 e CD79a, de acordo com o estagio de maturacao
das células B (6) (7).
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Bcl-2 é a abreviagdo em inglés para “B cell CLL/lymphoma-2”,
uma familia de proteinas que sdo conhecidas por controlar a integridade da
membrana mitocondrial externa e a apoptose. O proto-oncogene BCL2 esta
localizado no cromossomo 18021 e sua translocagdo com o cromossomo 14
induz a formacdo de uma proteina de 26kDa que pode alterar o processo
transcricional (8) (9) (10).

Nao-GCB

Figura 2.1 — llustracdo representando o modelo proposto por Hans para classificacdo dos
LDGCB

A proteina Bcl-2 foi a segunda identificada no linfoma folicular,
com presenca da translocacdo t(14;18)(g32;g21). Essa translocacédo induz a
superexpressao desta proteina e estd ligada a tumorigenese desta doenca,
pois conforme estudos iniciais em camundongos ela inibe a sinalizacdo pro-
apoptica na presenca conjunta da expressao de MYC (11).

Nas células B, a maior parte se encontra na membrana
mitocondrial, mas também foi encontrada na porcdo citoplasmatica de outras
membranas, como reticulo endoplasmatico e na membrana nuclear, sendo
capaz de detectar danos nesses compartimentos e modificar seu
comportamento frente ao fluxo de pequenas moleculas ou proteinas (11) (12).

A familia de proteinas Bcl-2 controla uma etapa importante no
processo de regulagdo da apoptose por permeabilizacdo da membrana
mitocondrial externa. A familia é dividida em trés classes: proteinas pro-
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apoptoticas multiregionais que permeabilizam diretamente a membrana
mitocondrial externa; proteinas BH3 (Bcl-2 homodlogas) sensiveis ao estresse
celular e que direta ou indiretamente ativam proteinas Bax e as proteinas anti-
apoptoticas que inibem este processo em varias etapas (8).

Semelhante a proteina Bax, a Bcl-2 sofre uma alteracéo
conformacional apds as células serem expostas a estimulos apoptéticos (8).
Mas, ao contrario da Bax, Bcl-2 é constitutivamente ligada & membrana com a
hélice 9 inserida na bicamada lipidica e o resto do polipeptideo, incluindo a
regido de formacédo de poros, localizada no lado citoplasmatico da membrana.
No entanto, durante a apoptose, o residuo 158, uma cisteina localizada
proxima da base do dominio formador de poros de Bcl-2, move-se do meio
aquoso para um ambiente hidrofébico (8).

Embora esta observacao indique claramente que a Bcl-2 sofre
uma alteracdo conformacional durante a apoptose, nédo revela onde a Bcl-2
estd ativa no processo de inducdo da apoptose. Algumas das etapas
candidatas sugeridas por estudos mais recentes incluem ligacdo e sequestro
de proteinas BH3 ativadas ou prevencdo da migracdo da Bax, integracao,
mudanca conformacional ou oligomerizacao (13).

Foi demonstrado que a expressao imuno-histoquimica de Bcl-2
esta correlacionada com uma sobrevida curta em pacientes com LDGCB. A
proteina Bcl-2 estd presente em niveis baixos em células B do centro
germinativo normais, mas em maiores niveis em células de linfomas néo-
Hodgkin com translocacao t (14;18) (14).

A proteina Bcl-6 € um fator de transcricdo ligado ao zinco e
contém um dominio N-terminal BTB/POZ e seis motivos ligantes ao DNA tipo
dedo de zinco na extremidade C-terminal. Essa proteina age como um
repressor da transcricdo e foi demonstrado que ela é capaz de modular em
células B a resposta dependente de IL-4. O gene BCL-6 tém tem 23kb e esta
localizado no cromossomo 327, a proteina tem peso de 95kDa (15) (16).

A expressao génica constitutiva de BCL-6 esta restrita aos
linfécitos B dos centros germinativos. A auséncia de transcricdo de BCL-6

impede a formagao de centros germinativos (17) (18).
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BCL-6 é superexpresso nos linfomas de Burkitt, Folicular e nos
LDGCB. A translocacao que mais ocorre € a t (3;14)(q27;932), agindo de forma
a inibir a diferenciacdo e a apoptose nos linfocitos B (19) (20) (Figura 2.2).
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Figura 2.2 — llustracdo representando as interacdes entre os membros da familia Bcl-2, CD95
(FAS), p53 e c-Myc no processo apoptotico. (Figura adaptada de Cotter, 2009

(21))

Um estudo com pacientes da regido amazonica diagnosticados
com linfoma de Burkitt demonstrou 100% de positividade nas marcacdes para
Bcl-6 e EBV. (22)

Foi demonstrado que quando expresso, BCL-6 previne a
ativacdo prematura e a diferenciacdo de células B do centro germinativo e
proporciona um ambiente tolerante as quebras de DNA associadas aos
mecanismos de remodelacdo do gene de imunoglobulinas involvidos na
producédo de anticorpos altamente especificos. As principais funcdes exercidas
pela Bcl-6 no desenvolvimento normal das células B podem ser alteradas no

processo de malignizacao. (16)
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O dominio BTB é também essencial para atividade
transcricional da BCL6, de fato, ele age como um repressor transcricional
recrutando complexos histona-desacetilase classe | e Il diretamente ou através
de co-repressores (15).

Rearranjos do BCL6 foram detectados em aproximadamente
40% dos LDGCB e 5-10% dos LF (23).

A Bcl-6 geralmente €& considerada crucial na memodria
imunoldgica das celulas B, como plasmdcitos de vida longa e células B de
memoria. Foi proposto que sua expressao € importante para impedir sua
diferenciacdo em plasmaocitos no centro germinativo (24).

Estudos demonstraram que é possivel dividir em 2 subgrupos
0os LDGCB através do uso da imuno-histoquimica para Bcl-6, MUM-1 e CD-10:
0 subtipo originado do centro germinativo (GCB) e o ndo originado do centro
germinativo (ndo-GCB). Também ha estudos que adicionam ainda o BCL-2
como forma de definir progndstico (6).

Mutacbes somaticas de MEF2B, um atividor de transcricéo,
podem contribuir para a linfomagénese por desregular a expressao de BCL-6,
assim pode ser um alvo alternativo para bloquear a atividade de BCL-6 nos
LDGCB (25).

ETO e Bcl-6 sdo coexpressos nos tecidos linfoides normais e
malignizados, onde interagem no ndcleo celular, com ETO se ligando ao quarto
dedo de zinco da Bcl-6, participando da represséo sobre esta. A proteina ETO
da t(8; 21) na leucemia mieldide aguda (LMA) é normalmente expressa nas
células hematopoiéticas humanas, interage com desacetilases de histona e
com a proteina PLZF da t(11;17) na leucemia promielocitica aguda. ETO pode
funcionar como uma co-repressora comum em leucemias agudas e linfomas de
células B, sendo um alvo atraente no tratamento de doencas hematoldgicas
(15). (Figura 2.3)
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Figura 2.3 — llustracdo representando processos envolvidos no LDGCB-GCB. (Figura adaptada
de Shaffer, 2002 (26))

Um estudo com pacientes idosos com LDGCB demonstrou que
translocacbes do gene MYC aparecem conjuntamente com rearranjos
cromossomais de BCL2 e ou BCL6 em 60% dos casos (27).

O estudo de Bodoor et al. (28) demonstrou que Bcl-6 é
importante como marcador de um diagndstico favoravel em pacientes com
LDGCB. Em seu estudo 78% dos casos analisados foram positivos para Bcl-6
em pacientes que apresentaram maior sobrevida, assim como o estudo de
Braaten et alli, que corrobora com a mesma ideia (29).

Outro estudo com 285 pacientes com LDGCB usando
guimioterapia com rituximab, um anticorpo monoclonal quimérico contra CD20,
demonstrou que pacientes com marcagao negativa para Bcl-6 tiveram menor
taxa de progressdo livre da doenca. A sobrevivéncia livre da doenca foi

comparada entre 4 grupos: Bcl-2 +/ Bcl-6-, Bcl-2-/ Bcl-6 +, Bcl-2-/ Bcl-6- e Bcl-
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2+/ Bcl-6 +. O grupo Bcl-2-/ Bcl-6+ demonstrou diferenga significativa, com
melhor sobrevida livre da doenga que os outros grupos (30).

No LDGCB gastrico primério, foi demonstrado por Chung et alli
gue as marcag0Oes para CD10 se apresentam em torno de 25% dos casos, para
Bcl-2 em torno de 50%, para Bcl-6 em torno de 84% e para MUM-1 cerca de
64%. Com identificacdo de uma prognostico favoravel para a expressao de Bcl-
6 e de um progndstico desfavoravel na presenca de niveis altos de lactase
desidrogenase (31). (Figura 2.4).

€ HiFlo )
\\7 y

y o
[/
(e )

| @ ¢
Y S
(1) |

(TXNTNO
N AN\ 4 _Qzé :

1 9
(>("\
)
t).
o
O

4

>

Physiological

Nature Reviews | Cancer
Figura 2.4 — llustragdo representando a participacdo da proteina c-Myc nos processos de
transcricéo fisiologicos normais e na oncogénese. (adaptado de Dang et al.,
2008(32))

A proteina c-Myc é um fator de transcricio com 143
aminoéacidos da porcdo N-terminal, cuja porcdo C-terminal tem trés importantes
dominios: a regido basica (BR), envolvida no reconhecimento especifico da
sequéncia do DNA, a “helix-loop-helix” (HLH) e a regido do ziper de leucina
(LZ). Os heterodimeros especificos sdo formados pela HLH e LZ e os ligantes
de c-Myc. Pode-se dizer que toda c-Myc encontra-se complexada com a
proteina MAX que é expressa constitutivamente. A proteina c-Myc pode ser

ativada de forma incorreta devido a translocagfes cromossdmicas, como
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verificado no linfoma de Burkitt, por amplificacdo génica, pelo aumento do
ndamero de copias do MYC, por estimulo da transcricdo génica e por insercéo
de retrovirus adjacente ao gene MYC, com expressao ativada via regulacao
viral (33).

A coexpressédo de c-Myc e Bcl-2 em pacientes com LDGCB
tem um impacto negativo na sobrevida destes, estudos demonstraram que a
sobrevida total nestes pacientes € menor se comparada com a expressao
positiva somente para a proteina c-Myc. Pacientes com marcacédo positiva para
c-Myc tiveram sobrevida em 5 anos de cerca de 54% dos casos e com
coexpresssdo das duas proteinas, em 32% dos casos (9) (34)

No estudo de Gisselbrecht (35), de 161 pacientes com LDGCB
analisados, 28 apresentaram expressao para c-Myc, sendo que destes, 75%
apresentaram marcacao conjunta com Bcl-2 e/ou Bcl-6. Os pacientes com
marcacao positiva para c-Myc tiveram pior progndéstico que os demais, com
uma taxa de sobrevida total em 4 anos de 29% contra 62%, dos negativos para
c-Myc.

Na revisao realizada por Slack e Gascoyne, 90% dos casos
analisados de LB, 7-14% dos LDGCB, 35-50% dos casos de LCBNC e cerca
de 50% dos casos de linfomas plasmoblasticos apresentam marcag¢ao imuno-
histoquimica positiva para c-Myc (36). Também ja foi demonstrado que a
avaliacdo imuno-histoquimica da expressdo de c-Myc no LCM pode ser
realizada de forma confiavel e é preditiva de resultados clinicos. O aumento de
expressdo de c-Myc foi reportado em 11 de 29 casos de LCM estudados por
Hernandez et alli, com 50% a mais de frequéncia na variante blastéide (37).

A ciclina D1 é uma proteina codificada pelo gene CCND1 e
pertence a familia das ciclinas, uma familia de proteinas evolutivamente
conservadas, cujos membros sdo caracterizados por sua presenca durante a
fase G1 do ciclo celular para posterior progresséo do ciclo para fase S. Ciclinas
funcionam como reguladores das quinases dependentes de ciclinas (CDKs) e
ciclinas diferentes apresentam expressoes distintas e padroes de degradacao
gue contribuem para a coordenacgdo temporal de diferentes eventos mitoéticos.

Esta ciclina forma um complexo e funciona como uma subunidade reguladora
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da CDK4 ou CDK®, cuja atividade € necesséria para a transi¢éo do ciclo celular
G1/ S. Foi demonstrado que essa proteina interage com a proteina supressora
tumoral Rb (38) (39) (40).

Mutacbes, amplificacdes e superexpressdo do CCND1, alteram
a progressdo do ciclo celular e sdo observadas com frequéncia em uma
variedade de tumores, podendo contribuir para a tumorigénese (41).

A ciclina D1 ndo apresenta expressado em linfécitos naive ou
linfécitos B ativados, contrastando com as ciclinas D2 e D3. Estudos mostrando
0 aumento de ciclina D1 e a falta de translocagéo t(11; 14) sugerem que h&
mais de uma maneira de ocorrer 0 aumento da expressao de ciclina D1 em
células B malignas (3).

Para detectar rearranjos cromossomais envolvendo a regiao do
gene da ciclina D1 no cromossomo 11913 pode-se utilizar a técnica de FISH. O
linfoma de células do manto é um linfoma agressivo de células B comumente
caracterizado pelo aumento da expressdo de ciclina D1, resultado da
translocacdo t(11;14)(q13;932), detectada por esta técnica. O aumento da
expressdo de CCND1 também tem sido reportado no mieloma multiplo e
estudos recentes tem indicado a participacdo da ciclina D1, com ou sem
mutacdes do gene CCND1, no desenvolvimento do LDGCB, mesmo que
somente em alguns casos (42) (43).

A marcacdo positiva na reacdo imuno-histoquimica € uma
caracteristica do LCM, enquanto as ciclinas D2 e ciclinas D3 tem sido
reportadas como importantes moléculas em alguns tipos de linfomas, como no
LDGCB, onde um estudo da ciclina D2 com 55 casos demonstrou que de novo
LDGCB CD5+ apresentavam aumento de expressao em 98% dos casos e em
28% dos CD5- (44).

Enfim, os estudos citados apontam para a necessidade de se
conhecer melhor a ampla gama de imunofenétipos envolvidos no LDGCB, a fim
de buscar o melhor tratamento de acordo com resultados laboratoriais que
podem ser obtidos através de técnicas imuno-histoquimicas e de biologia

molecular.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo € verificar a expressdo imuno-histoquimica para
as proteinas c-Myc, Bcl-6, Bcl-2 e ciclina D1 em linfomas difusos de grandes

células B e discutir os resultados obtidos frente a literatura sobre o assunto.
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4 MATERIAIS E METODOS

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da
Universidade de S&o Paulo (FOUSP) aprovou a realizagcdo deste estudo em
25/04/2012 por meio do parecer de numero CAAA 01136112.1.0000.0075
(Anexo).

Para este trabalho foram recuperados 30 casos diagnosticados como
linfoma difuso de grandes células B (LDGCB), pertencentes ao arquivo do
Servico de Patologia Cirargica da Disciplina de Patologia Bucal do
Departamento de Estomatologia da Faculdade de Odontologia da USP. Todos
0os casos haviam sido diagnosticados utilizando-se parametros histologicos e
imuno-histoquimicos preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude.

As laminas referentes aos casos estudados foram revisadas, sendo que
entre estas se encontravam laminas com coloracao por hematoxilina e eosina
(HE) e respectivas laminas com rea¢fes imuno-histoquimicas para diagnostico
dos casos de linfoma e confirmacgéo do diagnostico de LDGCB.

As reacdes de imunohistoquimica realizadas incluiam marcadores pan
de células B geralmente CD20 e por vezes CD79a., além do marcador de
células T CD45R0, afim de verificar a presenca de células T, o que eliminaria a
possibilidade do caso ser um LDGCB.

Nos casos confirmados por morfologia e marcador de células B (30
casos), foram entéo realizadas reac¢des imuno-histoquimicas com os anticorpos
anti-c-Myc, anti-Bcl-6, anti Bcl-2 e anti-ciclina D1, conforme proposto e ilustrado

na tabela 4.1.



Tabela 4.1 — Anticorpos primarios utilizados nas reagces imuno-histoquimicas na analise dos

LDGCB e respectivo protocolo de uso aplicado.

Anticorpo Marca/ Clone/ Lote Aplicacéo
Camundongo Anti Clone UCHL1 Tampao Citrato pH 6
CD45R0 Lote 00071314 30m/95°C

Moﬁrété?gr:g? de Cell Marque® 1:100
e Clone GI191E/ A8 TRIS+EDTA pH 9
et Lote 12005018 30m/95°C
Camundonao Anti Clone 124 Tampao Citrato pH 6
BcI-Zg Lote 00077687 30m/950C
Camundonao Anti Clone DCS-6 Tampao Citrato pH 6
hdong Lote 00077687 30m/95°C
Ciclina D1
Anticorpo Abcam® 1:50
Monoclonal de Clone Y69 Tampao Citrato pH 6
Coelho Anti c-Myc Lote GR106703-1 30m/95°C
Camundonao Anti Clone L26 Tampao Citrato pH 6
a0 Lote 00048660 30m/95°C

As laminas para receber os cortes parafinados de 4um para imuno-
histoquimica foram silanizadas com uma solucéo alcodlica de silano a 10% (3-
aminopropiltrietoxisilano, Sigma-Aldrich) antes de receberem os cortes.

Os cortes ficaram em estufa a 37°C durante 12 horas para aderéncia as
[aminas.

Posteriormente foi realizada a desparafinizacdo dos cortes em trés
banhos de xilol, com duracdo de dez minutos cada. Numa segunda etapa
sequencial os cortes passaram por dois banhos em alcool etilico absoluto p.a.
por cinco minutos para retirada do xilol e foram hidratados em banhos
sequenciais de cinco minutos em solucbes alcodlicas nas seguintes
concentragbes: 95°GL, 90°GL, 85°GL, 80°GL e 70°GL. Finalmente os cortes
passaram em dois banhos de agua destilada por cinco minutos para finalizagéo

da hidratacéo.
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A seguir os cortes foram levados a dois banhos, no tempo de quinze
minutos cada, em solucdo de peroxido de hidrogénio a 3%, afim de que se
realizasse a inativacdo da enzima peroxidase enddgena presente nos cortes
histologicos.

ApoOs a inativagdo da peroxidase enddgena, os cortes foram levados ao
tratamento térmico para recuperacdo antigénica, em banho-maria a 95°C, em
solucbes tampdo de &cido citrico 0,01M, pH 6.0 ou TRIS e EDTA (acido
etilenodiaminotetracético) 0,01M, pH 9.0, durante trinta minutos, de acordo com
a tabela 4.1.

Apés a recuperacao antigénica as laminas passaram por um banho em
solugdo tampéo TRIS pH 7.6 e foram incubadas por trinta minutos sob
temperatura ambiente para bloqueio de cargas inespecificas em solucao de
albumina de soro bovino a 1% diluida em tampéao fosfato 0,1M pH 7,6.

A solucdo de albumina foi retirada das laminas e imediatamente os
anticorpos diluidos nesta mesma solucdo de albumina de soro bovino a 1%
foram aplicados de acordo com as dilui¢cdes indicadas na tabela 4.1.

Os cortes para analise de Bcl-2, Ciclina D1, CD45R0 e CD20 foram
incubados com o anticorpo primario durante uma hora a temperatura ambiente,
ja os cortes para analise de Bcl-6 e c-Myc foram incubados a 4°C por 12 horas
de acordo com a tabela 4.1.

Apés a incubacdo nos anticorpos primarios, as laminas foram lavadas
em trés banhos de cinco minutos cada em solucéo-tampédo TRIS 0,1M pH7.6 e
incubadas com anticorpo secundario anti-coelho e anti-camundongo com
sistema de amplicacdo da marcacao por peroxidase, pronto para uso, durante
trinta minutos (Envision®, codigo K4006, Dako, EUA).

Apés a incubacao no anticorpo secundario, as laminas foram lavadas
em trés banhos de cinco minutos cada em solucédo-tampéo TRIS 0,1M pH7.6 e
foi aplicada uma solucdo de diaminobenzidina (DAB), para revelacdo da
marcacdo. Os cortes ficaram sob a solucdo de DAB por dez minutos e
posteriormente foram lavados em trés banhos sequenciais de agua destilada.

As laminas passaram por coloracdo com hematoxilina de Harris, por

cinco minutos e em um banho sequencial de agua corrente para diferenciagédo
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da coloragéo.

Sequencialmente foram desidratadas em banhos sequenciais de cinco
minutos cada num gradiente crescente de concentracdo alcodlica (70°GL,
80°GL, 90°GL, 95°GL, 100°GL por trés vezes) e diafanizados em dois banhos
de de cinco minutos em xilol.

As laminas foram montadas em equipamento automatico e receberam
adesivo para protecdo dos cortes. (Tissue-Tek® Coverslipper, Sakura®,
Japao).

A andlise dos resultados foi efetuada de forma descritiva, sendo
consideradas marcagdes definidas no nudcleo ou citoplasma em areas
representativas de linfomas. Logo, os cortes foram examinados e capturados

em microscopio de luz (Axio Imager.Al, Carl Zeiss GmBH, Alemanha).
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5 RESULTADOS

Na analise imuno-histoquimica com os anticorpos anti-c-Myc,
anti-ciclina D1, anti-Bcl-2 e anti-Bcl-6 foram considerados como resultados
positivos 0s cortes que apresentaram ao menos uma célula marcada em area
com morfologia devidamente preservada do corte analisado e com boa
intensidade de marcacé&o pela diaminobenzina (DAB).

A tabela 5.1 mostra os resultados obtidos:

Tabela 5.1 — Resultados das rea¢cfes imuno-histoquimicas para c-Myc,
Ciclina D1, Bcl-6 e Bcl-2; positividade e negatividade.

Casos c-Myc Ciclina D1 Bcl-6 Bcl-2

16



32

Casos c-Myc Ciclina D1 Bcl-6 Bcl-2

=
(o]

N
o

N
N
+
]
+
+

N
N

N
»

N
(o]
+
1
+
+

w
o

5.1 Analise dos resultados das reac6es imuno-histoquimicas

5.1.1 Analise dos resultados para marcacao da proteina Bcl-2

A analise das laminas demonstrou que marcagdo estava presente em
83,3% (25/30) dos casos analisados. Pode-se verificar na Figura 5.1 o padrdo
nuclear da marcagéo, porém, ha células com o citoplasma também marcado.
Os casos que se apresentaram positivos tiveram marcagdo em toda area

representativa da doenca.
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5.1.2 Analise dos resultados para a marcacao da proteina Bcl-6

A analise dos casos demonstrou positividade em 53,3% (16/30) dos
casos analisados. Essa marcacédo foi predominantemente nuclear, mas por
vezes também citoplasmatica. Todos os casos identificados como positivos
tiveram muitas células marcadas, evidenciando a origem no centro germinativo.

A Figura 5.2 mostra a marcagdo em um dos casos analisados.

5.1.3 Analise dos resultados para a marcacao da proteina Ciclina D1

A analise dos casos demonstrou positividade em apenas 3 dos 30 casos
estudados (10%), estando presente em raras células . A Figura 5.3 mostra a

marcacao em nucleo e citoplasma de um dos casos analisados.

5.1.4 Analise dos resultados para marcacao da proteina c-Myc

A anadlise dos casos demonstrou positividade em 40% (12/30) deles e a
marcacdo se demonstrava em toda area representativa da neoplasia, com
marcacao nuclear predominante e algumas células com citoplasma também

marcado (figura 5.4).
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Figura 5.1 — Resultados das reac¢des imuno-histoquimicas para Bcl-2. Observa-
se positividade difusa da proteina Bcl-2, onde se pode verificar o
padrdo nuclear da marcacdo em casos de LDGCB.



Figura 5.2 — Imagem do resultado da reacdo imuno-histoquimicas para Bcl-6.
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Figura 5.3 — Imagem do resultado da reacédo imuno-histoquimicas para Ciclina D1.
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Figura 5.4 — Resultados das reagdes imuno-histoquimicas para c-Myc em diferentes
casos de LDGCB, demonstrando marcacao nuclear.
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6 DISCUSSAO

Na literatura existem varios artigos demonstrando a importancia do uso
da imuno-histoquimica no diagndstico dos linfomas difusos de grandes células
B, seu uso para a determinacdo dos subtipos moleculares e auxilio na definicao
de progndsticos. Varios estudos analisaram a importancia das analises das
proteinas c-Myc, Bcl-6, Bcl-2 e ciclina D1 para o diagnéstico dos linfomas de
células B e uso na definicdo de terapias (27) (45) (46) (47)

No presente estudo realizamos uma analise imuno-histoquimica de 30
casos de linfoma orais diagnosticados previamente como LDGCB. O intuito do
estudo era demonstrar a possibilidade de evidenciar subtipos dentre esses
linfomas de acordo com o perfil imuno-histoquimico e apontar para 0s casos
onde ha necessidade de outras metodologias como FISH ou expresséo génica
em gPCR.

Tem sido demonstrada a superexpressao de ciclina D1, em poucos
subtipos de doencas linfoproliferativas, dentre elas em aproximadamente 90%
dos linfomas de células do manto. Esta importante proteina € pouco expressa
em células B normais, mas devido a translocacdo t(11;14)(q13;32) € entéo
encontrada altamente expressa em linfomas de células do manto (LCM), o que
leva ao crescimento das células tumorais, devido ao descontrole da fase G1 do
ciclo celular (fase de alta sintese de proteinas) e faz com que a deteccdo desta
mutacao seja importante para definir o diagnostico. Os LDGCB geralmente séo
ciclina D1 negativos, entretanto devido a grande heterogeneidade no grupo
destes linfomas, raros casos podem apresentar positividade a ciclina D (39)
(48).

No estudo da expressdo proteica desta ciclina D1 em linfomas de
células B realizado por Gladkikh et al. (49), foi demonstrado que o LDGCB
também pode ter em seu curso de desenvolvimento a participacdo da Ciclina
D1 como protagonista e ndo somente o LCM. Neste estudo, os autores
definiram valores médios normalizados determinados por qPCR da seguinte

forma: foram 1,32 para LCM, 0,02 para leucemia linfocitica crénica (LLC), 0,009
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para LDGCB, 0,004 para linfoma da zona marginal, 0,002 para linfoma folicular
(LF) comparados a 0,0003 para o tecido linféide reativo e 0,00004 nos linfocitos
B de doadores sadios. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o
LDGCB também pode ter em seu curso de desenvolvimento a participacdo da
Ciclina D1 como protagonista e ndo s6 o LCM. Ja Rodriguez-Justo et al. (50),
em 2008 reportaram um caso de LDGCB positivo para ciclina D1 na anélise
imuno-histoquimica, usando dois anticorpos diferentes (Anticorpo monoclonal
de coelho anti-ciclina D1, SP4, Labvision Products, Runcorn, UK e anticorpo
monoclonal de camundongo anti-ciclina D1 P2D11F11, Leica Biosystems,
Newcastle, UK) afim de confirmar e comparar os resultados e demonstraram
gue ambos tiveram marcacao nuclear positiva, indicando assim que a imuno-
histoquimica para ciclina D1 é importante para distincdo entre o LCM e o
LDGCB, mas nao pode ser o unico recurso utilizado. A analise efetuada neste
caso por FISH confirmou a auséncia da t(11;14). Estes resultados positivos
para ciclina D1 também foram evidenciados nas marcacdes obtidas nos casos
analisados neste trabalho com linfomas orais. Nos casos por nés avaliados, a
analise complementar por FISH para deteccédo da translocacao t(11;14) e por
gPCR para andlise da expressao génica. podera confirmar a participacdo de
alteracdes genéticas no gene da ciclina D1, corroborando os resultados imuno-
histoquimicos.

Em um estudo elaborado com 231 casos de LDGCB, reunindo casos de
3 hospitais universitarios suecos o0s autores verificaram a existéncia de
marcacao nuclear positiva para ciclina D1 em 10 destes casos, sendo 9 do
subtipo centroblastico e 1 do anaplasico, sendo que destes casos 3
apresentavam marcacao difusa e 7 marcacao focal. Nove casos positivos para
ciclina D1 tiveram marcacao fraca e somente um apresentou marcacéao forte.
Os autores concluiram que parece existir um grupo de LDGCB que sdo CD5
negativos e ciclina D1+ (51)

Em 2011, um estudo de Lucioni et al. (52) apresentou mais um caso de
LDGCB negativo para CD5 e positivo para ciclina D1, com resultado da analise
por FISH negativo para a translocagcdo t(11;14)(q13;932). Nesse estudo

observou-se a delecdo da regido que contém o gene AKTIP e a monossomia
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do cromossomo 3, que contém o gene GSK3p; a via AKT/GSK3 tem um papel
importante no controle dos niveis de ciclina D1 no nucleo. A GSK3[ fosforila a
ciclina D1 no nucleo e a 3-catenina no citoplasma, promovendo o transporte do
nucleo para o citoplasma e a degradacdo proteossomal. Assim, argumentam
que a perda de GSKS3p junto de a alteragdes como a redugdo dos niveis de
AKTIP podem resultar na acumulagéo nuclear de ciclina D1 e que a diminuicdo
da degradagdo da [B-catenina pode também iniciar esse efeito por levar &
traducdo de CCND1.

Todos esses estudos acima apresentam resultados condizentes com 0s
resultados obtidos nas analises imuno-histoquimicas para ciclina D1 nos 30
casos analisados, demonstrando que embora a marcagdo positiva seja um
fator importante no diagnéstico do LCM, esta ndo pode ser desconsiderada em
casos de suspeita de LDGCB. Aléem da importancia da anlise imuno-
histoquimica com anti-ciclina D1 em casos de linfoma para definicdo do tipo,
subtipo e definicdo de terapias pode-se acrescentar devido a positividade
apresentada a importancia de analisar também a presenca de translocacfes
ligadas a doenca, com a t(11;14)(q13;932), obtendo-se assim um conjunto
maior de informacdes importantes sobre as alteracfes linfocitarias, que podem
auxiliar no tratamento da doenca e no estudo do seu desenvolvimento.

De todos os 30 casos analisados 12 apresentaram resultado positivo na
reacao imuno-histoquimica para c-Myc. A marcacao positiva em linfomas para
c-Myc e a translocacdo do gene MYC sédo reconhecidas como caracteristicas
principais para diagnostico do linfoma de Burkitt. Porém trabalhos recentes
demonstram que MYC também €& importante no LDGCB, com dados
demonstrando que cerca de 10% dos casos de LDGCB apresentam a
translocacdo do MYC e ha trabalhos que indicam que cerca de 30% dos casos
LDGCB apresentam expressao elevada da proteina (53). A co-expressao de
Bcl-2 e c-Myc evidencia um pior progndstico para 0s pacientes, principalmente
aqueles que apresentam LDGCB do tipo ABC (9).

Em um trabalho com 167 pacientes, as reacdes imuno-histoquimicas
para c-Myc e Bcl-2 foram positivas em 29% e 44% dos pacientes,

respectivamente. A expressao conjunta (c-Myc+/BCL2+) ocorreu em 21% dos
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pacientes. Porém somente 11% dos pacientes apresentaram resultado positivo
para translocacdo do gene MYC. A marcacdo encontrada na imuno-
histoquimica foi exclusivamente nuclear (53)

Outro trabalho verificou 77 casos de LDGCB e identificou 15 casos com
marcacao positiva para c-Myc, os dados dos pacientes demonstraram uma
sobrevida inferior dos pacientes que apresentavam alta expressdo de c-Myc
apos terapia com R-CHOP (Rituximabe, Ciclofosfamida, Hidroxidoxorubicina,
Vincristina e Prednisona) (54).

Os dados obtidos em nosso estudo, que indicam 40% dos casos
positivos para c-Myc sao relevantes, pois indicam como no trabalho de
Johnson (52), que cerca de 30-40% dos casos analisados apresentam
marcacao positiva para c-Myc e que esta marcacdo juntamente com O0S
resultados positivos da expressédo protéica de Bcl-2 sdo indicativos de um
prognostico reduzidos, como indicam varios estudos.

O fato do gene MYC regular cerca de 10% dos genes e de geralmente
ser ligado ao diagnostico do linfoma de Burkitt, de recentes trabalhos indicarem
0 aumento da expressao da proteina c-Myc em LDGCB, mesmo na auséncia
de translocacdo, o que indica outros meios de regulacdo da expressao;
demonstra que € importante no diagndstico de linfomas de células B a
execucdo da imuno-histoquimica para c-Myc, pois esta ndo pode ser
considerada apenas na definicdo do diagnostico do linfoma de Burkitt, como
citado em diversos trabalhos (20) (54) (55).

As marcacfOes obtidas em nosso trabalho para a proteina c-Myc no
estudo dos LDGCB orais e publicacdes recentes sobre este assunto
demonstram a importancia crescente desta analise nos casos suspeitos de
LDGCB, principalmente para deteccao dos casos identificados como “double-
hit” ou “triple-hit “, que apresentam mutagdo no MYC, no BCL2 ou no BCL6.
Estes casos sdo de tratamento mais dificil e a deteccdo da alta expressao
protéica através da imuno-histoquimica para estes 3 antigenos pode ser um
meio mais rapido e menos caro para indicar um tratamento mais adequado e

obter um diagndstico mais especifico.
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Nosso trabalho também analisou a presenca de marcacao positiva para
Bcl-2, proteina conhecidamente detectada por imuno-histoquimica em linfomas
ndo-Hodgkin, marcacdo presente principalmente no linfoma folicular e que ja
em 1996 foi detectada em 45% dos casos (131/290) analisados no trabalho
publicado por pesquisadores franceses do Grupo de Estudos dos Linfomas dos
Adultos (56). Neste trabalho reportou-se que 23% (65/290) foram considerados
negativos e 32% (94/290) exibiam marcagdo intermediaria com células
positivas e negativas marcadas na mesma area.

Cerca de 25,5% dos casos de LDGCB apresentam a translocacéo
t(14;18)(g32;921), comumente associada ao linfoma folicular; o LDGCB do
subtipo GCB € 0 que mais se apresenta positivo na reacao para BCL2 (5).

Em nosso trabalho 25 casos se apresentaram como positivos para Bcl-2,
ou seja, 83,3%. Vale ressaltar que todos os 12 casos positivos para c-Myc
também foram positivos para Bcl-2, podendo se tratar de casos “double-hit” ou
até “triple-hit”, ja que 8 casos foram positivos na imuno-histoquimica para Bcl-2,
Bcl-6 e c-Myc. Estes resultados serdo posteriormente analisados por FISH,
com a finalidade de detectar as translocactes, dele¢cdes ou amplificacées dos
referidos genes, buscando uma melhor compreensao dos casos.

A imuno-histoquimica para Bcl-2 é muito importante da definicdo do
tratamento e prognostico dos pacientes com LDGCB, ja que muitos trabalhos
demonstram que R-CHOP é mais eficaz que CHOP, nos casos positivos para
Bcl-2. A participacdo do Bcl-2 no controle da apoptose pode explicar a
resisténcia a quimioterapia nos pacientes tratados com CHOP, porém alguns
trabalhos demonstram que esta positividade € importante somente em casos
de LDGCB néao-GCB (57) (58).

Também foi demonstrado que a alta expressao de BCL2 esta associada
a um prognostico desfavoravel somente na auséncia de t(14:18), o que indica
gue o mecanismo de expressao e nao a proteina em si pode ser mais relevante
para o progndstico (59).

Outro trabalho com 292 pacientes, onde foi realizada a imuno-
histoquimica para Bcl-2 obteve 66% (193/292) de marcac¢des positivas , com

marcagdo em mais de 50% das células. Neste trabalho CHOP e CHOP-R
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foram comparadas em pacientes com idade entre 60-80 anos e pacientes
positivos para Bcl-2 tiveram maiores taxas de resposta e melhor sobrevida
quando tratados com R-CHOP, ao invés de CHOP (60).

Quanto a andlise realizada para marcacdo de Bcl-6, obtivemos em
nosso estudo 53,3% de casos positivos. O uso deste anticorpo na definicao de
diagnéstico para LDGCB ¢é importante, pois com ele funciona como um
marcador de LDGCB-GCB e ja MUM-1 como um marcador do LDGCB-ABC,
conforme o algoritmo proposto por Hans. Tipicamente a marcacao é restrita ao
nucleo dos linfocitos, conforme também observamos em nosso trabalho. De
acordo com varios estudos, este modelo de trés marcadores, onde Bcl-6 e
CD10 sao os marcadores de centros germinativos e MUM1 define o fendétipo
ABC parece ter um forte significado no prognostico de pacientes com DLBCL.

No artigo publicado por Muris et al. “Immunohistochemical profiling
based on Bcl-2, CD10, and MUM1 expression improves risk stratification in
patients with primary nodal diffuse large B-cell lymphoma” (61), é proposto o
uso de Bcl-2 como importante definidor de progndéstico para os casos de
LDGCB e este propde um novo algoritmo.

Varios estudos indicam que marcacao positiva para Bcl-6 define um bom
prognostico e uma maior sobrevida pos tratamento, principalmente na auséncia
de marcacao positiva para Bcl-2 (62) (63).

Rearranjos de BCL6 foram detectados em aproximadamente 40% dos
casos de LDGCB segundo revisdo de Basso e Dalla-Favera (16).

Foi demonstrado que outros mecanismos além de rearranjos
cromossdmicos dos genes podem modificar a expressédo de Bcl-2 e Bcl-6 em
linfomas, conforme a analise de 55 casos de LDGCB, na qual 71%
demonstraram reacdo imuno-histoquimica positiva para Bcl-6, 38% dos casos
com anormalidades no cromossomo 327 foram negativos na imuno-
histoquimica para Bcl-6, enquanto 85% dos casos sem alteracdo no 3927
foram positivos na reacdo imuno-histoquimica (64).

Os resultados obtidos em nosso estudo com 30 casos de linfomas orais
testados para Bcl-2, Bcl-6, c-Myc e ciclina D1 demonstram que afim de refinar o

diagnostico dos linfomas de células B, fornecer uma classificagdo que melhor
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direcione o tratamento do paciente e obter um melhor prognéstico seria ideal a
aplicacdo de um painel de anticorpos que adicionasse a estes MUM-1 e
CD198.

Ademais, o conhecimento das mutagcdes cromossdmicas presentes nos
casos, através de analises por FISH, pode fornecer a confirmacdo de casos
com pior prognostico, como os linfomas “doble-hit” e “triple-hit” e auxiliar no

aumento do conhecimento sobre os linfomas que atingem a regiao oral.
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7 CONCLUSAO

Com o painel de anticorpos utilizado pode-se observar que os casos
diagnosticados a priori como LDGCB poderiam ser sub-classificados visto que
em 26,6% (8/30) dos casos observou-se marcacéo para Bcl-6, Bcl-2 e c-Myc;
podendo se tratar de linfomas difusos de grandes células B “triple-hit”, 13,3%
dos casos podem se tratar de linfomas difusos de grandes células B “double-
hit”, pois observou-se marcacao para c-Myc e Bcl-2. Péde-se verificar ainda
gue todos os casos positivos para Bcl-6 também foram positivos para Bcl-2.

E importante o uso conjunto dos anticorpos anti-Bcl-6, anti-c-Myc, anti-
Bcl-2 e anti-ciclina D1 e anti-MUM-1 numa rotina de diagndsticos de linfomas,
ja que sado marcadores relevantes que devem ser utilizados e 0s quais a
literatura cientifica tem constantemente reportado como bons auxiliares na

definicdo de prognosticos.
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ANEXO - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

Flataioma Brasll - Minksbénn da Salde

Facultade ge Ddontniogia da Universidase de 530 Pauo

PROJETD DE PESQUISA
Titwlo: Avalagdo Imurc-histooquimica & maecuiar d3 expressdo de ciing O, bo-S & cHmys &m

IrtiTEs 03 regido 0 CElE(E & DEELICD
Pesquission SuZara Cananhede Orsinl Machado de Sousa Varaao: 1
Inees kg B Facudas o2 DOoNoioga 03 Universigass o CAAE: 01136112.1.0000.007 2
530 Pauo

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Humeng do Parecar: 15504
Data da Relaforka: 25042012

Apresantacio 6o Projabo:;

0 presenie rabalho mmmtucpﬂaanmaman parafing, dagroeticadss como lfomas 43
ra;éumm:egare

pu-rumaa;a.:-mamnmm [FlEH) dos genes da clding 01, bot-6 2 o-mmye, analsar
a OeEEes DEEE
mmmw&mmmam@mMM Epetein-Sam (S5V) tambem por hibrdizacio In
situ & por PCRL Tambam sera
reallzada 3 cassifcagdo dos Ifornas anallsados segundo 3 Organizagio Mundal de Saide (OMS), para lsso
serd0 tambem LElizadas eonicas
nlsu:qummelmnm Arraves 03 oiassMoacdn & comMparaGao dos dadce oobdos com a5 andlises
ooim & IReratuE exsients, 503
posshal 3 visuailzagio do perf) dos casos presentes no 3ceno da Facuidade de Cdominiogla da USP @
posEVElTEnE 52 SEaNElE0Er DIRDCDINS
para utlizacdn das técnicas de hibrdzagao In sku & gRCR no senico de diagndsico da mesma Instiulgsa, nao
50 COM estes genes & com Infomas,
mas [EMDem 2m ouiras NeopiaElas & Na PesqUIEa COM OUrs genss, melnorando o dRconamento oo

Separa 0F L3506 02 3como com o 100 histoldgleo, seguindo a ciassNcagdo da OMS para fumores de tecidos

hematopoiidfcos e linfoides 2
COMparaHios quanio 35 diferencas Na expresss0 ganica pam cmye, boH-6 @ cond-1. Avallar 3 expressdo dos
QENSE CHTHE, bok-6 2 cond-1 em

ENUErta £3505 08 [INTomas 03 reglio 43 abe(a @ PeStonD Avaves oe CISH & qPCR ; Werficar 3 pressenga oo
EB\V nos casos anallsados, por
FISH & PCR ;

Cijetive Secundaro:
Comparar o6 Sa008 de expressan 0&nka, andlse chogendtica @ ampifcagdo do BV com o resultades da
rrumﬁt-:mln'mapaamgems
;. Estaheiece protocolos o8 utilzagao das tecnicas de FISH e gRCR, D uma futura uilz=sgso
mﬁtesmaempuﬂedlagn-:ﬁum
contrbuinds para uma mehor camdstzacdo das enfermidades ocomentss.
Svalaiao dos Rlscos @ Benefichos:
Trata de andlss Imuno-nisioquimica & hibidzacao in S em cores histologicos. Mo ha fscos Insrenss an
estudn
Comentanios g Consideragdes sobre a Pesquiza;
muwmqmmmaquIMEMMadm@mm.
bem como 105 dacos de lca, anadisa a o B8V com oS
-?-g'lrpaar S e gm cihogensica 2 ampiificacio
Consideragies sobre oa Termos da aprassntagio obrigatora:
[0 pesquisador encaminhou 0F ocUmEntDs NSCesEANos para 0 &xame pelo CER, dentre os quals o prosto de
pesquisa, foiha de msto @ autorizacdo para w0 o matera em pardira.
Recomendagies:
Mao na

Conciusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagies:

0 projein atende 3 leglslapio vigenis @ 96t de 3000 COM o crinos ebcos.

Proicio de pesquisa adequado para aprovagan do CEP.

Tendo am vista a legislaco vigente, devem ser encaminhados 30 CERFOUST radabinos pardals anuas
referanies 30 andamento da pEsquisa & relatono ral 3o teming do rabalho. Mq.lerrrmrlca;a:ndnpm]em
onginal deve 58 apresentana 3 este CEF, de Tonma obistiva & com justfcativas, para nova

Siuagso do Parsce

Aprovado
Mecesalta Apreciagdo da COMNEP;

Sim
Consideragias Finals a oiténe do CEP:

0 CER-FOUSP considera o projein aprovada & mediants o protocolo de pesquisa encaminhada nio entende 3
necessidats 08 SN0 0D PrOjEiD [arE Apresagio 03 CONER.

SADPALULO, 25 0 Al de 2012



