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Exames laboratoriais complementares
indicados no apoio ao diagnostico do linfoma

difuso de grandes células B (LDGCB)

Laboratories analyses indicated in additional support for the diagnosis of diffuse
lymphoma B large cell (DLBCL)

Roberta dos Santos Guilherme', Luciana Zambeli Caputto'?, Alexandre Luiz Affonso Fonseca',
Juliana Pereira®, Fernando Luiz Affonso Fonseca'*

Resumo

0 linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) é um linfoma agressivo, heterogéneo, mas potencialmente curavel com quimioterapia multiagente; compreende cerca de 30

a 40% dos linfomas ndo Hodgkin; ocorre principalmente nos individuos com mais de 70 anos e raramente em criangas. 0 LDGCB pode surgir como um evento de novo ou
representar uma progressao ou transformagéo de um linfoma menos agressivo. O International Prognostica Index (IP1) é utilizado como um fator preditivo das conseqtiéncias
clinicas para o paciente, porém, isolado ndo ¢ capaz de prever com certeza o resultado de um tratamento para pacientes individuais, entao se faz necesséria a utilizacao de
outros exames laboratoriais, ditos especiais para melhor diagndstico e progndstico dessas neoplasias. O objetivo deste trabalho foi verificar os principais exames laboratoriais
complementares no apoio ao diagnéstico do LDGCB, bem como os avancos dessas andlises, destacando seus principios, vantagens e desvantagens na rotina laboratorial. 0
anatomo-patoldgico, a citogenética classica, a citogenética molecular, as técnicas de biologia molecular, a imunohistoquimica e a imunofenotipagem sao os exames aplicados
no diagnéstico desta patologia. O exame de anatomia patoldgica pode ser utilizado como de referéncia, pois delineia o diagnstico do paciente e auxilia na escolha dos exames
complementares. A marcagdo por imunohistoquimica realiza uma avaliagéo direta das células neoplasicas, pois pode identificar os subtipos centro germinativo (GC) e ndo GC
dos LDGCBs e predizer a sobrevivéncia com uma expressao similar a de expresséo de genes por microarrays, considerada a principal técnica de biologia molecular empregada
no estudo dos LDGCB. A citogenética cléssica permite observar outros marcadores além dos especificos para o LDGCB, como as translocagées t (14;18) e t (11;18). A
imunofenotipagem (citometria de fluxo) permite a caracterizagéo do estégio de maturacéo das células malignas, contribuindo para a definicéo da linhagem celular. Contudo, a

técnica de FISH além de identificar marcadores genéticos do LDGCB, permitir que esta andlise seja feita em amostras acondicionadas em parafina e em células nao viaveis.
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Abstract

The lymphoma diffuse large B cell (DLBCL) is an aggressive lymphoma, heterogeneous but potentially curable with chemotherapy multivalent, comprises about

30 to 40% of non-Hodgkin's lymphomas, mainly occur in individuals over 70 years and rarely in children. The DLBCL can emerge as an event of new or represent a
progression or transformation of a less aggressive lymphoma. The International Prognostica Index (IPI) is used as a factor predictive of the clinical consequences
for the patient, but alone is not able to predict with certainty the result of a treatment for individual patients then it is necessary to the use of other laboratory tests,
said complemetary to better diagnosis and prognosis of these neoplasms. The objective of this work was to achieve a bibliographic survey of the main laboratory
tests indicated support for dignostic of DLBCL highlighting its principles, advantages and disadvantages in the routine laboratory. The anatomy-pathological, the
classical cytogenetics, molecular cytogenetics, the techniques of molecular biology and immunophenotyping exams are applied in the diagnosis of this condition.
An examination of pathological anatomy can be used as reference, because outlines the diagnosis of the patient and helps in the choice of additional tests.
The marking by immunohistochemistry conducts a direct assessment of neoplastic cells, it can identify the subtypes germinative center (GC) and not the GC
DLBCLs and predict the survival with a similar expression of the gene expression by microarray, considered the main technique of molecular biology employed in
the study of DLBCL. The classical cytogenetic markers can be observed other than those specific to the DLBCL such as the translocation t (14;18) and (11;18).
The immunophenotyping (flow cytometry) allows the characterization of the state of maturation of malignant cells contributing to the definition of the cell line.

However, the technique of FISH and identify genetic markers of DLBCL, allow this review is made on samples wrapped in paraffin and non-viable cells.
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Exames laboratoriais complementares indicados no apoio ao diagndstico do linfoma difuso de grandes células B (LDGCB)

Introducéao

O linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) é um linfoma
agressivo, heterogéneo, mas potencialmente curével com quimioterapia
multiagente; corresponde a uma proliferacio difusa de grandes célu-
las B neoplasicas, compreendendo cerca de 30 a 40% dos linfomas nio
Hodgkin nos adultos dos paises ocidentais. Acomete principalmente os
individuos acima de 70 anos, mas ja foi encontrado em criangas. Este
linfoma pode surgir como um evento de novo ou de uma progressiao
ou transformagdo de um linfoma menos agressivo. A imunodeficiéncia
também é um fator de risco significante.

As neoplasias de célula B madura tendem a imitar estagios de di-
ferenciagdo de células B normais. O linfoblasto B diferencia-se em uma
célula pré-B, que ao se ligar ao antigeno sofre uma transformagao blas-
tica, prolifera e diferencia-se em plasmdcitos secretores de anticorpos
IgA ou IgG e células B de memoéria. A combinagio de uma alta taxa
proliferativa, expansdo clonal das células B e a presenga de mecanismos
mutacionais é um ambiente propicio para a transformagio maligna.

O LDGCB expressa varios marcadores especificos de linfécitos
B como CD19, CD20, CD22 e CD79%a, entre outros, de acordo com o
estagio de maturagio da célula B.

A maioria dos casos de LDGCB tem um rearranjo dos genes da
cadeia pesada e da cadeia leve da imunoglobulina e apresentam muta-
¢des somaticas na regido variavel. A t (14;18) ocorre em 20 a 30% dos
casos e na maioria, implica em uma menor taxa de sobrevida.

O LDGCB geralmente muda a arquitetura normal dos nédulos
linfaticos ou tecidos extranodais em um padrdo difuso, sendo compos-
to por células linféides grandes transformadas. Citologicamente, estas
células podem ser divididas em variantes morfolégicas de acordo com a
morfologia celular, tamanho da célula, morfologia do nicleo, quantida-
de de citoplasma e presenca de nucléolo. Pode acometer viérios tecidos
ou 6rgdos'.

A classificagio dos neoplasmas de células B maduras é baseada na
utilizagdo das informagdes disponiveis para definir a doenga, como os
resultados dos laudos morfolégicos, da imunofenotipagem, da anilise
citogenética, analise molecular, hibridagio fluorescente in situ (FISH)
entre outros. Na classificagio Organizag¢io Mundial de Satide (WHO),
as neoplasias de células B maduras sio listadas de acordo com sua apre-
sentagdo clinica e caracteristicas imunogeneticas'.

O International Prognostic Index (IPT) baseado em parametros cli-
nicos é fortemente preditivo das conseqiiéncias clinicas, mas sozinho
ndo é capaz de prever com certeza o resultado de um tratamento para
pacientes individuais, refletindo somente a biologia do tumor de manei-
ra indireta. Varias tentativas tém sido feitas com o objetivo de aumentar
a taxa de sobrevivéncia destes pacientes, porém sem sucesso™.

Alguns exames complementares sdo utilizados no diagnéstico de
LDGCB como anatomia patolégica, citogenética classica, citogenética
molecular, biologia molecular, imunohistoquimica e imunofenotipa-

gem. Cada um destes exames possui suas vantagens e desvantagens,

porém, juntos ajudam a concluir o diagnéstico do paciente e auxiliam
na melhor escolha do tratamento terapéutico a ser utilizado.

Este trabalho apresenta as técnicas mais especializadas no diag-
néstico de LDGCB, destacando seus principios basicos, indicagdes,

vantagens e desvantagens.

Aspectos do LDGCB

Conceito

O linfoma difuso de grandes células B corresponde a uma proli-
feragio difusa de grandes células B linf6ides neopldsicas, com tamanho
nuclear igual ou excedendo o de nicleos de macréfagos normais ou

tendo o dobro do tamanho do niicleo de linfécitos normais'.

Morfologia e classificacao

Deacordo com Gatter e Warnke' estudando alguns casos de LD G-
CB, estes geralmente mudam a arquitetura normal dos nédulos linfati-
cos ou tecidos extranodais em um padrio difuso. O envolvimento dos
nédulos linfiticos pode ser completo, parcial, interfolicular, ou menos
comumente sinusoidal. O tecido mole perinodal esta freqiientemente
infiltrado e bandas de esclerose finas ou amplas podem ser observadas.
O LDGCB é composto de células linféides grandes transformadas. Ci-
tologicamente, eles sdo diversos e podem ser divididos em variantes
morfolégicas. Porém, a distingdo entre estas variantes geralmente apre-
senta baixa reprodutibilidade intra-observador e interobservador. Os
pardmetros imunofenotipicos e genotipicos ndo tem ajudado a delinear
subtipos morfoldgicos distintos, com raras excegdes. Assim, patologis-
tas tém que escolher entre o uso somente do termo linfoma difuso de
grandes células B ou o uso de uma variante morfoldgica especifica. Sen-
do a variante morfol6gica mais comum, o centroblasto. Raras variantes
tém sido descritas com estroma mixéide, matriz fibrilar, pseudorosetas,
granulos citoplasmaticos, proje¢des de microvilos e jungdes intercelu-
lares. Casos de granulomatose linfomatdide com exposi¢do de células
malignas representam progressio para uma variante do LDGCB. O
surgimento de células com tamanho médio deve requerer estudos adi-
cionais para excluir variantes de leucemias extramedulares e linfoma

de Burkitt.

Variantes morfoldgicas

a) Centroblastico

Esta variante é composta de células linféides com tamanho varian-
do de médio a grande, com niicleo vesicular oval ou quadrado, cromati-
na fina e de dois a quatro nucléolos ligados a membrana. O citoplasma é
geralmente escasso e varia de anfofilico a basofilico. Esta variante pode
ter uma aparéncia monomorfica ou polimérfica. O linfoma centroblas-
tico inclui as variantes monomérficas e polimérfica, como definido na
classificagdo de Kiel. Em alguns casos as células podem se apresentar

multilobuladas, ou entdo células como centroblasto podem estar mistu-
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radas com células multilobuladas e até 90% imunoblastos, produzindo

um infiltrado celular marcadamente polimérfico.

b) Imunoblastico

A maioria das células (mais de 90%) nesta variante sdo imuno-
blastos com nucléolo tinico centralmente localizado e uma quantidade
apreciavel de citoplasma basofilico. Imunoblastos com diferenciagio
plasmocitéide podem também estar presentes. Laudos clinicos e/ou
imunofenotipicos podem ser essenciais na diferenciagio desta variante
do envolvimento extramedular por uma variante plasmablastica da cé-

lula de mieloma do plasma.

¢) Células T/Histiocitos

Nesta variante a maioria das células sdo células T ndo variantes
com ou sem histiécitos e menos de 10% de células B neoplasicas gran-
des estdo presentes. Os histi6citos podem ou ndo ter aparéncia epiteli-
6ide. As células grandes podem assemelhar-se a células L&H, centro-
blastos, imunoblastos ou células Reed-Sternberg. Células B pequenas
sdo raras e pouco freqiientes. Areas com niimero aumentado de células
B pequenas podem permitir a associagdo com Linfoma nodular predo-
minantemente linfoma de Hodgkin (LNPLH), principalmente se um
padrio de crescimento nodular impreciso estiver presente. O padrio de
crescimento é predominantemente difuso e uma fina fibrose reticular

esta freqﬁentemente presente.

d) Anaplastico
Esta variante do LDGCB é caracterizada por células muito gran-

des quadradas, ovais ou poligonais com nicleos pleomérficos bizarros,

os quais devem assemelhar-se a células Reed-Sternberg. As células po-
dem crescer em um padrdo coesivo imitando um carcinoma e podem
mostrar um padrio sinusoidal de crescimento.

A classificagdo dos neoplasmas de células B maduras é baseada na
utilizagio das informagdes disponiveis para definir a doenga como os
resultados dos laudos morfolégicos, da imunofenotipagem, da anali-
se citogenética, analise molecular, FISH entre outros. Na classificagdo
WHO, os neoplasmas de células B maduras sio listados de acordo com
sua apresentagdo clinica e padrdes imunogenéticos’.

Novas pesquisas usando analise de DNA microarrays para avaliar
a expressdo génica sugerem que os padrdes de expressdo génica podem
identificar subtipos do LDGCB, que estdo relacionados com diferentes
estagios de diferenciagio da célula B**. Desta maneira o LDGCB pode
ser dividido em:

°  GCB (centro germinativo da célula B): apresentando um perfil
de expressdo que se assemelha ao de células B normais do centro
germinativo.

°  ABC ou ABL (tipo célula B ativada): apresentando um perfil de
expressdo que assemelha-se ao de células B do sangue periférico
ativadas por estimulos mitogénicos.

°  Tipo 3: representa um grupo heterogéneo ainda pouco definido.

Os subtipos ABC ou ABL e o tipo 3 também podem ser denomi-

nados de subtipo ndo-GCB

Epidemiologia

O linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) constitui cerca
de 30-40% dos linfomas nido-Hodgkin nos adultos dos paises ociden-
tais. Nos paises desenvolvidos eles representam uma propor¢io maior
dos linfomas. Eles sio encontrados mais comumente nos individuos
com média de idade de 70 anos, porém de forma variavel, tendo ja sido
encontrado em criangas. O LDGCB ¢ ligeiramente mais comum em
homens do que nas mulheres, e nas tltimas décadas sua incidéncia tem
aumentado, nio apresentando relagdo com o indice de pacientes soros

positivos'.

Etiologia

Segundo Gatter e Warnke', estudando alguns casos em pacientes
com LDGCB concluiram que a causa ou causas do LDGCB permane-
cem desconhecidas. Surgem geralmente como um evento de novo, co-
nhecido como evento primario, mas podem representar uma progres-
sdo ou transformagio, referido como evento secundério, de um linfoma
menos agressivo, como por exemplo, leucemia linfocitica cronica e/ou
linfoma linfocitico pequeno (LLC/LLP), linfoma folicular, linfoma da
zona marginal de célula B ou linfocitico nodular predominantemente
linfoma de Hodgkin (LNPLH). A imunodeficiéncia é um fator de risco
significante. No LDGCB os casos de imunodeficiéncia sdo mais fre-
qiientemente causados pelo virus Epstein-Barr (EBV) positivo do que

esporadicos.

Fisiopatologia

As neoplasias de célula B madura tendem a imitar estigios de di-
ferenciagdo de células B normais, e assemelhar-se a estigios de célula B
normal sendo a base para a classificagdo e nomenclatura das neoplasias
de células B.

As células pré-B ocupam os foliculos linféides primdrios e zonas
do manto folicular, também chamadas de células B recirculantes. Ao
encontrar o antigeno, as células pré-B sofrem transformagio blastica,
proliferam e por tltimo maturam em células plasmaticas que secretam
anticorpos IgG ou IgA e células B de memoéria. Os blastos formados
de células pré-B que encontraram o antigeno migram para o centro de
um foliculo primdrio e preenchem as células dendriticas foliculares,
formando o centro germinativo. Os blastos do centro germinativo sdo
chamados de centroblastos. Em muitos destes blastos falta a imunoglo-
bulina de superficie e a expressdo de BCL2 esta bloqueada, deixando
estas células e sua progénie susceptiveis a morte celular por apoptose.
Os centroblastos expressam a proteina BCL6, um fator de transcrigdo
nuclear do tipo 7inc-finger que também é expresso por centrdcitos, mas
ndo pelas células pré-B ou de memoria, e também por células do plasma

ou do manto.
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Exames laboratoriais complementares indicados no apoio ao diagndstico do linfoma difuso de grandes células B (LDGCB)

No centro germinativo mutagdes somaticas ocorrem na regiao
variavel do gene da imunoglobulina (IGV), as quais alteram a afinidade
do antigeno para o anticorpo que sera produzido pela célula, resultando
em uma diversidade intraclonal alta em uma populagio de células deri-
vadas de alguns precursores. Adicionalmente, algumas células trocam
a produgdo de IgM para IgG ou IgA. Por meio destes mecanismos, a
reagdo no centro germinativo origina uma melhor ligagio do anticorpo
IgG ou IgA na resposta imune primdria ou secundaria.

O gene BCLG também sofre mutagio somdtica no centro germina-
tivo, em uma menor freqiiéncia do que é visto nos genes das imunoglo-
bulinas. Mutagdes na regido IGV do gene com diversidade intraclonal
¢ uma marca das células do centro germinativo, e ambas mutag¢des na
regido IGV do gene e no bcl6 servem como marcadores de células usa-
dos por meio do centro germinativo. A maioria dos linfomas de células
B grande sdo compostos de células que em parte assemelham-se a cen-
troblastos que tém a regido IGV e o gene BCL6 mutados, consistente
com o surgimento de células expostas no centro germinativo. As células

o linfoma de Burkitt sio BCL6+ e tém os genes IGV mutados, e por
isso acredita-se que correspondam aos blastos do centro germinativo.
O linfoma de Burkitt e o linfoma de grandes células B correspondem a
células com alto nivel de proliferacdo celular e tendem a ser clinicamen-
te tumores agressivos.

Os centroblastos maturam em centrécitos aderidos a células do
centro folicular. Os centrécitos que expressam imunoglobulina de su-
perficies tém um local de combinagdo com o anticorpo alterado com-
parado com suas células progenitoras, devido a mutagdes somdticas, as
quais podem ter sofrido troca de classe da cadeia pesada. Os centrécitos
com mutagdes que resultam em afinidade reduzida pelo antigeno rapi-
damente morrem por apoptose, enquanto os centrécitos com mutagdes
que resultam em afinidade aumentada sdo capazes de se ligar ao anti-
geno apresentado pelas células dendriticas foliculares. Este processo as
“salva” da apoptose e elas re-expressam a proteina BCL2. Por meio da

interagdo com moléculas de superficie nas células dendriticas e células

T, como os ligantes CD23 e CD40, os centrécitos inibem a expressdo
da proteina BCLG, e se diferenciam ou em células de meméria ou em
células do plasma.

Acredita-se que os linfomas foliculares sejam células B do centro
germinativo tumorais (centrdcitos e centroblastos), nos quais os cen-
trécitos falham ao sofrer apoptose devido ao seu rearranjo cromosso-
mal, t (14;18), que promova a expressdo da proteina BCL2 normal. As
células B de memoria tipicamente residem na zona marginal folicular
(zona marginal de células B). As células B de memoria e as células do
plasma tém a regido IGV do gene mutada, mas nio continuam a sofrer
mutagdes, ndo mostrando desta forma diversidade intraclonal. As cé-
lulas B do centro pds-germinativo possuem a habilidade de voltarem
nos tecidos que sofreram estimulagido antigénica, provavelmente por
meio da expressio de integrinas de superficie, por isso as células que
surgem no tecido linf6ide associado a mucosa (MALT) tendem a retor-
nar l4, enquanto aquelas que surgem nos nédulos linfticos retornario
aos locais de medula nodal. Os linfomas da zona marginal do MALT,
esplénico e tipos nodais correspondem ao centro p6s-germinativo, pos-
sivelmente as células B de memoéria do tipo zona marginal, derivam
e proliferam especificamente nos tecidos extranodais, esplénicos e no-
dais’. A Figura | apresenta um esquema da diferenciagio dos linfécitos
B, mostrando a provével alteragdo patolégica pontual em que se desen-

volve o LDGCB.

Imunofendtipo

O LDGCB expressa varios marcadores B como o CD19, CD20,
CD22 e o CD79a, mas um ou mais destes marcadores podem estar
ausentes. A imunoglobulina citoplasmatica e/ou de superficies (IgM,
IgG, IgA) pode ser demonstrada em 50-75%. A imunoglobulina ci-
toplasmatica é freqiientemente vista em casos exibindo diferenciagio
plasmocitica. Enquanto a vasta maioria de linfomas de células grandes
B anaplastico expressam CD30, casos ndo anapldsticos podem even-

tualmente marcar para CD30. Alguns casos expressam CD5 (10%)

| Imunoblastos B |—>| Plasmocitos |—>| Acs |

Linfoblasto B I_’I Cél pré-B |+

BCL2-
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Foliculo Primario

(Centro germinativo)

BCL6 + / Ag —> Apoptos W
I—} | Centrocito BCL2 + > Prollferagao |
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Céls de memoria

<
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Figura 1 - Esquema da diferenciagéo dos linfocitos B
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ou CD10 (25-50%). CD5+ LDGCB sido negativos para expressio de
ciclina D1 distinguindo as de variantes blastéides do linfoma celular
do manto. CD5+ LDGCB devem se originar de novo melhor do que
como manifestagdo da progressio de LLP/LLC. O BCL2 é positivo
em aproximadamente 30-50% dos casos. A expressdo nuclear do BCL6
é encontrada em uma alta proporgdo dos casos. A expressio da proteina
P53, geralmente associada com mutagdes de TP53 pode ser observado
em uma minoria dos casos. A expressdo de marcadores associados a
células do plasma como a sindecan (CD138) é vista em uma minoria
dos casos. A fragio proliferativa como detectado pela marcagio Ki-67
geralmente é alta (maior que 40%) e pode ser maior do que 90% em

alguns casos'.

Genética

A maioria dos casos tem um rearranjo dos genes da cadeia pesada
e da cadeia leve da imunoglobulina e apresentam mutagdes somaticas
na regido varidvel. A translocagio do gene BCL2, por exemplo a trans-
locagdo t (14;18), é uma marca do linfoma folicular, ocorre em 20 a 30%
dos casos. Aproximadamente 30% dos casos apresentam anormalidades
da regido 3q27 envolvendo o proto-oncogene cadidato BCLG. O re-
arranjo MYC é raro. Muitos casos exibem complexas anormalidades
citogenéticas. A infecgdo das células neoplésicas pelo EBV pode ser
observada e é mais comum em casos associados com imunodeficién-
cia. Um estudo recente empregando DNA microarrays identificou duas
categorias moleculares com padrido de expressdo de genes sugestivo de
diferentes estagios de desenvolvimento da célula B. Um tipo tinha um
perfil de expressdo caracteristico de células B do centro germinativo,
enquanto o outro tipo tinha um perfil similar ao de células B do sangue

periférico ativadas in vitro'.

Tecidos envolvidos

Os pacientes podem apresentar com uma doenga nodal ou extra-
nodal. Cerca de 40% sio inicialmente confinados ao local extranodal.
O local extranodal mais comum ¢é o trato gastrointestinal (estbmago
ou regido ileo-ceco), mas qualquer local extranodal pode ser um local
primario de desenvolvimento incluindo a pele, sistema nervoso cen-
tral, ossos, testiculos, tecidos moles, glandulas salivares, trato genital
feminino, pulmio, rim, figado e bago. A apresentagio primdria com
envolvimento de medula éssea e/ ou sangue periférico é raro. Variantes
morfol6gicas sdo mais prevalentes em regides particularmente extrano-
dais. Por exemplo, 0 LDGCB primério em tecido 6sseo freqiientemente
exibe niicleos multilobulados. Os pacientes geralmente apresentam um
aumento rapido da massa sintomatica em um tnico local nodal ou ex-

tranodal, com doenga disseminada’.

Prognéstico e tratamento
O LDGCB é um linfoma agressivo, heterogéneo, mas potencial-
mente curdvel com quimioterapia multiagente; aproximadamente 40%

dos casos que aparecem sdo curados com tratamento agressivo conten-

do adriamicina. O International Prognostic Index (IPI) baseado em para-
metros clinicos é fortemente preditivo das conseqiiéncias clinicas, mas
sozinho ndo é capaz de prever com certeza o resultado de um tratamen-
to para pacientes individuais, refletindo somente a biologia do tumor
de maneira indireta. Uma alta taxa proliferativa tem sido associada com
uma taxa de sobrevivéncia pior em alguns casos, enquanto a expressio
de BCL2 tem sido associada com uma doenga adversa de sobrevivéncia
livre. A super expressdo do gene P53 na maioria das células malignas
é um outro indicador prognéstico adverso. Embora vérios estudos te-
nham relatado um prognéstico ligeiramente ruim imunobldstico sobre
a variante centroblastica, outros estudos falharam ao confirmar tal fato.
Em alguns estudos, a translocagdo BCLG6 tem sido relatada estar asso-
ciada a um melhor prognéstico. Pacientes com LDGCB centro germi-
nativo tipo B tinham uma melhor taxa de sobrevivéncia do que aqueles
cujos linfomas eram tipo B ativados'.

Aproximadamente 60% dos pacientes com LDGCB recaem de-
pois de um tratamento convencional baseado em antraciclina com-
binada com ciclofosfamida, adriamicina, vincristina, bleomicina e
prednisolona®.

Varias tentativas tém sido feitas com o objetivo de aumentar a taxa
de sobrevivéncia destes pacientes, porém sem sucesso’. Para melhorar
o resultado destes pacientes, os médicos precisam primeiro ser capazes
de identificar no momento do diagnéstico os pacientes de alto risco,
e segundo, desenvolver estratégias alternativas de tratamento, como
terapia com anticorpos ou novas combinagdes de quimioterapia que
podem ser efetivamente testadas.

Cada um dos subtipos de LDGCB citados anteriormente apresen-
ta diferentes prognésticos, e a identificagio e conhecimento adequado
deles pode levar a avangos no tratamento terapéutico’.

Portanto, ainda hd a necessidade de se utilizar métodos adicionais
ou marcadores para identificar pacientes de alto risco no diagnéstico,
e para melhorar a definigdo da expressdo de genes especificos para se

delinear intervengdes terapéuticas®.

Principais exames laboratoriais utilizados
no diagndstico de LDGCB

Anatomia patolégica

O exame de anatomia patolégica é realizado com o tecido enviado
para biépsia, que é embebido em parafina, cortado em finas particulas
no micrétomo, fixado sobre uma lamina e corado para observagio no
microscépio optico. Este é um dos principais exames citolégicos reali-
zados no diagnéstico de LDGCB, pois por meio da morfologia celular
e do predominio do tipo celular observado pode-se ter uma idéia do
tipo de LDGCB que o paciente possui, funcionando como um indica-
tivo de que tipos de exames complementares sdo necessdrios para con-
firmar o diagnéstico.

A avaliagdo morfolégica estd baseada pela classificagio WHO

da Organizagdo Mundial de Satde para o diagnéstico de LDGCB> e
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é completada com a subclassificagio a qual é realizada de acordo com

os critérios da classificagdo de Kiel, seguida de algumas modificagdes

como:

—  centroblastico, quando 90% ou mais das células tumorais eram ti-
picamente centroblastos;

—  centrobléstico polimorfico, no qual a propor¢io de imunoblastos
varia de 10 a 90% das células tumorais,

—  imunobléstico, quando 90% ou mais das células tumorais sdo de
imunoblastos.

Adicionalmente, LDGCB sio plasmabldsticos quando as células
tumorais expressam um fenétipo de diferenciagio de célula do plasma
(CD20-, CD79%a+) com morfologia de linfoma de célula grande imuno-
bléstico. Para comparagio entre diferentes grupos na andlise estatistica,
linfomas centroblésticos polimérficos sdo adicionalmente subclassifica-
dos em casos com 50% ou menos, ou mais do que 50% de imunoblastos.
Casos com 50% ou mais de imunoblastos sdo classificados no subgrupo
imunobléstico, e casos que ndo preenchem os critérios morfolégicos

sdo considerados como ndo classificaveis pelos pesquisadores.

Analise citogenética

A analise citogenética pode ser realizada por meio da citogenética
classica e da citogenética molecular que utiliza mais comumente a técnica
de FISH (Hibridizagdo in situ por Fluorescéncia), ambas baseadas na ana-
lise de cari6tipo do individuo. Porém, com algumas diferengas, enquanto
a citogenética classica baseia sua andlise na observagio dos cromossomos
metafasicos do individuo por meio da cultura de células, que leva em média
72 horas para atingir o ponto ideal para interrup¢do do crescimento celular
e andlise do material, a técnica de FISH permite que o exame seja realizado
ainda em nicleos interfésicos, necessitando de um tempo de cultura muito
menor, por meio da utilizagdo de sondas marcadas com fluorocromos, que
se hibridizardo em segmentos especificos da cromatina. Conforme relatado
anteriormente, sdo vérios os tecidos envolvidos no LDGCB, portanto a
escolha do material adequado para a realizagio das culturas de células é
imprescindivel para conseguir mostrar a alteragio cromossémica. Devido
aisso, deve-se avaliar com muita cautela um resultado de cariétipo baseado
no tipo de material estudado para se prevenir casos falso-negativos.

Os resultados mais observados em pacientes com LDGCB sdo as
translocagdes entre os cromossomos 11 e 18, e entre os cromossomos 14
e 18. Tanto a t (11;18) (q32;q21) quanto a t (14;18) (q32;q21) sdo carac-
teristicas do linfoma folicular sendo consideradas os eventos iniciais da
linfomagénese. Essas translocagdes representam o resultado de um erro
durante o processo de recombinagdo VD], levando a desregulagdo da ex-
pressdo do gene BCL2 anti-apoptético, colocando-o préximo de um gene
enhancer na cadeia pesada da imunoglobulina. A t (14;18) com o rearranjo
do gene BCL2 ja foi detectada em um tergo dos casos de LDGCB. Po-
rém, ndo se sabe ao certo se os casos com esta translocagio representam
um tnico tipo de LDGCB ou que papel esta tem na sua patogénese’. Al-
guns estudos ndo tém mostrado nenhum efeito*’, enquanto outros tém

mostrado um aumento na incidéncia de recaidas'’, diminuigio na respos-

ta a terapia ou menor taxa de sobrevivéncia'', ou uma grande correlagio
com a doenga'>. Em alguns estudos ha poucos resultados informativos,
ou resisténcia ao tratamento; tem sido atribuida a expressdo da proteina
BCL2, melhor do que a translocagdo'*!. Essa inconsisténcia nos resulta-
dos, deve ser explicada em parte pela variagdo na metodologia utilizada

para detectar a translocagio em estudos anteriores'.

Biologia molecular

Por meio do DNA e/ou RNA extraido de linfoma de células B
podem ser realizadas as técnicas de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), RT-PCR, southern blotting, microssatélite (utilizando marcado-
res especificos) e microarray para o diagnéstico do LDGCB.

A técnica de PCR utilizando oligonucleotideos especificos para
amplificar os genes BCL-2 e JH (gene da cadeia de imunoglobulina).

A técnica de microarray ou DNA-chip, mede o nivel de expressdo
de milhares de genes a0 mesmo tempo. Esta técnica é utilizada na de-
tecgdo e quantificagdo de acidos nucléicos (RNAm na foram de cDNA
ou DNA gen6mico) provenientes de amostras biologicas, as quais sdo
colocadas para hibridar com 0 DNA fixado em laminas (hibridagdo por
complementariedade de bases). O resultado deste exame é obtido por
meio da geragdo de uma imagem de hibridagio, que é obtida por meio
de leitores (scanners) a laser. O microarray é utilizado para determina-
¢do do perfil de expressdo génica de cada individuo. Para preparagio
dos microarrays utilizam-se rob6s altamente precisos que aplicam as
diferentes amostras de DNA em diminutos pontos no centro de uma
lamina de microscépio com a superficie quimicamente preparada.

Atualmente os microarrays também podem ser realizados em teci-
dos embebidos em parafina, sendo a técnica denominada de Microarray
em Tecido (TMA). A Tabela | apresenta os marcadores que foram uti-
lizados por alguns autores para anélise do perfil de expressdo génica.
Os anticorpos selecionados reconhecem moléculas cuja expressio de
RNAm é altamente associada com o grupo GCB ou ndo GCB em estu-

dos com cDNA microarray.

Imunohistoquimica

A expressio de antigenos individuais relacionados a diferentes
estagios de diferenciagio da célula B deve ajudar a definir grupos de
tumores com diferentes caracteristicas clinicas e patolégicas. De fato,
alguns estudos observaram um potencial prognéstico da expressio in-
dividual destes antigenos’. A Tabela 2 apresenta o painel de anticorpos
monoclonais utilizados pelos autores. Depois da incubagio do tecido
com os anticorpos primarios a reagdo ocorre. O resultado é considera-
do positivo de acordo com a porcentagem de células marcadas com o
anticorpo. Existem varios estudos utilizando painel imunohistoquimico
subdividindo os LDGCBs em subgrupos prognosticamente importan-
tes. Porém, os dados resultantes tém sido controversos, com muitos es-
tudos mostrando uma melhor taxa de sobrevivéncia para o grupo GCB
e outros que ndo apresentam nenhuma diferenga na taxa de sobrevivén-

cia entre os grupos GCB e ndo GCB>*>!¢.
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Tabela 1 - Marcadores utilizados na analise de TMA (Microarray em tecido)

Marcadores
Tzankov et al., 2003 Igbal et a/., 20047

Autores
Hans et al., 2004" Oh, Park 2006% Tzankov et al., 2006°

Bel -2 X X
Bcl -6 X X
cD10 X X
MUM1

CD20 X

CD138

MiIB1

FOXP1

Ciclina-D2

X X X
X X
X X
X

< X X X

Tabela 2 - Painel de anticorpos monoclonais usados em imuhistoquimica

Marcadores
Barrans et al., 2003'° Huang et al., 2002’

Autores

Tzankov et al., 2003'® Colomo et al., 2003° Tzankov et al., 2006°

BCL-6 X X
cD10 X
CD20

Bcl-2 X X
CD44va

CD44v6

CD44v9

CCNE

CCND1

CCND3

P27

Ki-67

CCNB1

MUM1

cD79

cD3

CD5

CD138

P53

CDa4s

X X X

X X
X X
X X

< X X X X X

X X X X X X X
>

< X X X X X

Imunofenotipagem

A citometria de fluxo é um método moderno do estudo de células.
Por meio desta, multiplas propriedades fisicas e bioldgicas de uma cé-
lula podem ser determinadas. A populagio de células e subpopulagdes
em uma amostra podem ser determinadas pelo niimero e tipo de antige-
no de superficie, citoplasmatico ou mesmo nuclear, o que propicia sua
quantificagdo e classificagdo imunolégica (imunofenétipo). Em adigio,
a citometria permite um rastreamento rapido de um grande niimero
de células, e por esta técnica um niimero pequeno de células neopla-

sicas pode ser detectada entre um grande niimero de células normais.

A Tabela 3 apresenta os principais antigenos utilizados para definir as

linhagens precursoras de células B.

Discussao

Dada a importancia do diagnéstico precoce e urgéncia no inicio
do tratamento correto, que juntos auxiliam na melhora do paciente e
aumentam sua expectativa de vida, existe uma ansiedade para se de-
terminar qual o melhor método para o diagnéstico do LDGCB e os

principais marcadores preditivos da taxa de sobrevivéncia.
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Tabela 3 - Principais antigenos utilizados na defini¢ao de linhagens precursoras de células B

Principais antigenos utilizados em Hematologia

CD Anticorpos monoclonais  Células que expressam Fungao
CD 1a Leu6 T6 BL6 NA1/34 Cels. T timicas, subgrupo de céls. B, céls. De Glicoproteina 48 kD que se liga a b2-microglobulina
Langerhans
CD5 LEU1 T1 BL1a DK23 Céls. T maduras e timicas, subgrupo de céls. B Ativacéo de céls. T, ligante de CD72
D10 CALLA J5 ALB1 $S2/36 recursor B e céls. Do centro germinativo; algumas ¢ 4o idace neutra
céls. Timicas PMN
CD14 #Etlj(ya M (LA Mondcitos maduros; leve reagao em algumas céls. B Aminopeptidase N
CD19 LEU12 B4 J4.119 HD37  Céls. B precursoras e maduras Ativacéo de céls. B
CD20 LEU 16 B1 Bly-1 Bly-1  Céls. B precursoras tardios e maduras Canal de Ca?*. Ativacéo de céls. B
CD22 .ll'.gl:y B3 SJ10.1H11 Céls. B precursoras e maduras Molécula de adeséo celular
CD43 I;;t;oig;hl-lzucomahna, Céls. T, céls. Mieldides, alguns linfomas B Liga-se ao CD45(ICAM-1) e pode ser anti-adesivo
CD45R0 UCHL1 Subg}ru_po de ceIsIB, subgrupo de T (meméria), Transducao de sinal: tirosina-fosfatase
mondcitos, macréfagos
CD45RA 2H4 Céls B, subgrupo de céls T (virgem), mondcitos Transducao de sinal: tirosina-fosfatase
CD45RB T200 Subgru’pt_Js de céls T, céls B, mondoitos, macréfagos, Transducdo de sinal: tirosina-fosfatase
granulécitos
CD79a HM57 Céls B precursoras e maduras Mb-1: transducao de sinal da Ig de superficie para o
citoplasma
HLA-DR la7.2 CE.BIS B mondcitos, progenitors mieléides e céls T Antigenos de apresentagao MHC classe |l
ativadas
IgM m Céls B virgens Reconheciemento de Ag, ativagéo de céls B
IgG g Céls B de meméria Reconhecimento de Ag, ativacéo de céls B, imuni-
dade humoral
IgDd Céls B virgens Reconhecimento de Ag, ativacéo de céls B
IgA a Céls B de meméria Reconhecimento do Ag, ativacéo de céls B, imuni-
dade de mucosas
iz Céls B de meméria Rleconhec'ln]gnto de Ag, ativacao de céls B, reacéo de
hipersensibilidade
k Céls B Ativacéo de céls B
| Céls B Reconhecimento do Ag, ativagéo das céls B

O exame de anatomia patolégica pode ser utilizado como um
exame de referéncia servindo de base para se delinear qual o diag-
néstico do paciente e auxiliar na defini¢do de quais exames comple-
mentares sdo necessdrios para se definir o diagnéstico, visto que s6
observando a morfologia celular ndo é possivel chegar a um diag-
néstico preciso.

A marcagdo por imunohistoquimica ja é um método ampla-
mente utilizado. A imunomarcagio permite ainda, realizar uma ava-
liagdo direta das células neoplésicas. Por outro lado, o método de
expressdo génica realizado por meio da técnica de microarray, que
permite a andlise do perfil de expressio de milhares de genes ao
mesmo tempo, requer amostras de tumores frescos ou congelados,
os quais nem sempre estdo disponiveis em muitos casos, e as vezes
falham na produgio de resultados (6,6% dos casos observados por

este grupo)'’.

Além disso, ap6s a microdissecgdo, o tecido submetido a andlise
de cDNA contém n3o somente tumor mas também tecido ndo tumo-
ral. Caso haja uma quantidade significante de tecido ndo tumoral
presente, os dados de expressido de cDNA podem nio refletir o perfil
de expressdo génica do tumor. A classificagio por meio do cDNA
pode nio ter uma boa sensibilidade devido a presenga de tecido de
né6dulo linfitico ou do centro germinativo normais nas amostras de
DNA, que podem culminar com um resultado duvidoso. A presenga
de tecido estromal na amostra de cDNA deve influenciar também o
resultado da expressdo génica. A classificagio TMA apresenta uma
sensitividade de 70% para o grupo GCB e 87% para o grupo ndo
GCB, e o valor preditivo positivo desta classificagdo é de 84% para o
GCB e de 74% o grupo ndo GCB".

Embora o TMA seja uma ferramenta de pesquisa, os resultados da

imunomarcagio com TMA concordam com a marcagio das secgdes de
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tecidos em 86% a 100% dos casos e com 0 aumento no niimero de amos-
tras, também aumenta o nivel de concordincia. Usando quatro centros
de amostras por caso, a concordancia entre 0 TMA e as secgdes mar-
cadas é de 97% a 100%’. Além disso, quando se compara com secgdes
inteiras marcadas por imunohistoquimica, hd uma melhor consisténcia
naimunomarcago entre 0s casos porque a maioria deles estd no mesmo
local das sec¢des de TMA. A quantificagdo dos resultados da marcagio
neste caso € mais facil porque o centro do tecido pode ser completa-
mente visto sob um campo intermedidrio no microscopio, e cada caso
pode ser avaliado em questdo de segundos. Outra vantagem é que o
uso do método de TMA preserva os tecidos nos blocos de parafina para
estudos futuros. Apesar da TMA ser uma técnica altamente sensivel no
diagnéstico do LDGCB seu elevado custo impede que ela seja usada na
rotina laboratorial. Porém, para analise do material mais de um obser-
vador é necessario, devido a intensidade da marcagdo que varia entre
os casos e por causa da diferenca de preservagio dos tecidos. Somente
uma proporgio relativa de células tumorais marcadas positivamente e
algumas com intensidades de marcagio sdo consideradas, tornando este
tipo de andlise um pouco subjetiva.

Rosenwald ez a/. tentaram utilizar o perfil de expressio de genes
para formular um preditor molecular de sobrevivéncia independente do
score IPI, baseando-se em uma combinagio de quatro diferentes perfis
de expressdo de genes (célula B do centro germinativo, MIIC classe II,
nédulo linfitico e proliferagdo), juntamente com a expressio RNAm
BMP-6, porque ndo hé expressio de um gene tinico que possa predizer
com certeza as conseqiiéncias para todos os pacientes'®?. No entanto,
poucos centros que realizam o diagnéstico de rotina dos linfomas tém
acesso a tecnologia de perfil de expressdo génico por microarray.

A maior parte dos diagnésticos de linfoma é feito em tecidos em-
bebidos em parafina, e amostras frescas ou congeladas, que ndo sdo fre-
qiientemente utilizadas para extragio de RNA. E importante, portanto,
que reagentes como anticorpos para andlise imunohistoquimica sejam
desenvolvidos e capazes de fazer a avaliagdo de rotina para identificar
marcadores do subtipo da doenga pelo perfil de expressio de gene estu-
dado. A marcagio imunohistoquimica de uma série de casos de LDG-
CB em tecido de microarray (TMA) usando somente trés anticorpos
monoclonais CD10, MUMI e BCLG6 tem se mostrado suficiente para
identificar os subtipos centro germinativo (GC) e ndo GC dos LDG-
CBs e predizer a sobrevivéncia com uma expressdo similar a de expres-
sdo de genes por microarrays".

O exame de imunofenotipagem permite a caracterizagio do

estadio de maturagio das células malignas contribuindo para a de-

finigdo do diagnéstico, a definigdo da linhagem celular é uma técni-
ca rapida, precisa, quantitativa e reprodutivel. Porém, necessita de
pessoal extremamente treinado, e sozinho também nio se consegue
definir um diagnéstico.

A técnica de PCR é rapida, apresenta uma alta sensibilidade e
especificidade, porém depende da qualidade do DNA extraido, visto
que as amostras de DNA extraidas dos tecidos parafinizados apresen-
tam uma baixa qualidade, o que dificulta a realizagio desta técnica, tor-
nando a interpretagdo dos seus resultados em larga escala dificil, assim
como as técnicas de southern blotting e de microssatélite.

A citogenética cldssica permite observar outros marcadores além
dos especificos para o LDGCB, que sdo as t (14;18) e t (11;18), além
de se poder encontrar alteragdes secundarias. No entanto, dependendo
do tipo de tecido analisado e do tamanho da alteragio cromossdmica
ndo é possivel detectar por esta técnica. Além disso, pode haver ausén-
cia de metafases na cultura celular realizada, a morfologia e padrio de
estiramento dos cromossomos podem estar ruins, o que prejudica um
diagndstico preciso.

Por outro lado a técnica de FISH permite que a analise do material
seja realizada ainda em nicleos em intérfase (reduzindo o tempo do
resultado) e em tecidos embebidos em parafina. Porém, a defini¢do de
uma translocagdo necessita da qualidade da reagdo, uma boa refringén-
cia e nenhuma sobreposi¢do, além de uma boa hibridizagdo para mini-
mizar os riscos de falso positivos. A t (14;18) foi detectada em 23 de 28
(82%) casos usando PCR em material congelado e em 8 de 20 (29%) dos
mesmos casos que tinham sido feitos com DNA amplificado de tecidos
embebidos em parafina. Usando FISH, 24 de 26 amostras congeladas e
26 de 28 amostras embebidas em parafina tinham a translocagdo detec-
tada. Todos os casos que eram positivos pela PCR também eram positi-
vos pela técnica de FISH. Ambos PCR e FISH sio altamente eficientes
na detecgdo da t (14;18) em tecidos ndo fixados. Porém, quando somen-
te blocos de parafina estdo disponiveis para anilise, a técnica de FISH
apresenta-se como o melhor método de escolha sendo capaz de atingir
uma sensibilidade de 100%. Como um controle adicional a técnica de
FISH foi comparada com o bandamento G e houve uma concordéncia
dos resultados'®.

Portanto, de todas as técnicas testadas até o momento a de FISH
é a mais adequada para o diagnéstico de LDGCB, sendo superior a
técnica de PCR, podendo ser ainda aplicada em materiais embebidos
em parafina, porém em nosso pais ainda encontramos obsticulos eco-
nomicos para a ampla utilizagdo desta metodologia no diagnéstico e

acompanhamento desses pacientes.
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