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ATUALIZACAO NO DIAGNOSTICO DE LINFOMA DIFUSO DE GRANDES
CELULASB

José Vassallo, setembro de 2018
1. Introducao

O linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) € o tipo mais frequente de linfomas nao-Hodgkin
(LNH), perfazendo cerca de 40% destes. Estes linfomas séo considerados agressivos, uma vez
que apresentam alto indice proliferativo. Porém, sdo potencialmente curaveis, a depender da
extensdo da doenca no organismo, como ocorre em geral com todas as neoplasias.

Do ponto de vista clinico, o LDGCB pode ser dividido em grupos de risco, de acordo com o
numero de fatores de progndstico desfavoraveis que o paciente apresente. Esses fatores sdo os

seguintes (indice Progndstico Internacional — IPI):

- Idade superior a 60 anos;

- Estadio de Ann Arbor Il ou IV;

- Desidrogenase latica (DHL) sérica superior ao normal,

- indice de estado geral igual ou superior a 2;

- Acometimento de mais de um sitio extranodal (medula éssea, sistema

nervoso central, trato gastrointestinal, figado, pulmdes, gbnadas, amigdalas)

Se o paciente ndo apresentar nenhum dos 5 fatores acima, tem escore zero e é considerado de
baixo risco (ou bom progndstico), com sobrevida esperada em 5 anos de mais de 90% quando
tratado com esquemas que incluem o anti-CD20 (rituximabe).

No extremo oposto, se 0 paciente apresentar todos os 5 fatores, ou seja, escore 5, é considerado
de alto risco (ou mau prognéstico), com sobrevida esperada em 5 anos de pouco mais de 50%.
Numeros entre zero e 5 conferem riscos intermediarios ao paciente.

Esta categorizacdo de LDGCB é a mais difundida e que apresenta maior aplicabilidade clinica. No
entanto, a Oncologia atual se desenvolve buscando drogas que atuem de forma mais seletiva e
eficaz levando em conta os mecanismos moleculares envolvidos na origem das neoplasias. Desta
forma, tém se tornado cada vez mais numerosas as pesquisas de fatores bioldgicos (moleculares)

que possam influenciar na conduta terapéutica.
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2. Fatores bioldgicos importantes na avaliacdo dos linfomas difusos de grandes

células B

2.1. Morfologia

Até os anos 1970, a Unica ferramenta disponivel para os Patologistas diagnosticarem as
neoplasias era a morfologia microscodpica. Nesta etapa, os LDGCB foram conhecidos
primeiramente como reticulossarcomas e, apés os anos 1960, como linfomas histiociticos.
Com o advento da imunoistoquimica nos anos 1970, verificou-se que estas neoplasias eram
derivadas de linfocitos B ativados. Na classificacao de Kiel (desenvolvida pelo grupo do
pesquisador alemao Karl Lennert) esses linfomas passaram a ser classificados como:
centroblasticos (variantes monomorfica e polimérfica, representando mais de 80% dos LDGCB),
imunoblasticos (8-10%) e anaplasicos (<3%). H4 também variantes morfol6gicas muito raras de
LDGCB, como a de células em anel de sinete e a fusocelular ou sarcomatoide. Esta classificagao
refletia uma heterogeneidade histopatolégica que apresentava alguma correspondéncia com o
progndstico da doenga.

No entanto, esta classificacdo ndo obteve ampla aceitacdo entre os americanos e sua
reprodutibilidade entre os patologistas era considerada baixa. Ap6s os anos 1990, esta neoplasia
passou a ser denominada linfoma difuso de grandes células B, nome que perdura até o
presente nas varias edigdes da Nomenclatura da Organiza¢do Mundial da Saude - OMS @,

Ap6s o agrupamento destas neoplasias em uma Unica entidade, continuava a intrigar os
especialistas na &rea a relativa heterogeneidade clinica de pacientes que apresentavam tumores
de morfologia e imunofenétipo semelhantes (células linfoides grandes, com nucléolos evidentes,
alto indice proliferativo e expresséo do marcador linfoide B, CD20). Nesse contexto, novos estudos

moleculares se seguiram, como descreveremos adiante.

2.2 Estudo com perfil de expresséo génica detecta a existéncia de dois grupos
moleculares de LDGCB: tipo centro germinativo e tipo ndo-centro germinativo

Em 2000, Alizadeh e colaboradores publicaram um estudo altamente relevante na revista cientifica
Nature @. Nesse estudo, o perfil de expressédo génica (GEP, do inglés gene expression profiling)
dos LDGCB pode identificar dois grupos moleculares distintos do ponto de vista de caracteristicas
genéticas e de evolucao clinica.

De um lado, o grupo com caracteristicas semelhantes as células B dos centros germinativos
(LDGCB-CG), com melhor prognéstico. Este grupo contou com cerca de 40% dos pacientes
estudados.

De outro lado, o grupo com caracteristicas de células B ativadas, ou pds-centro germinativo, ou
ainda nao-centro germinativo (LDGCB-NCG), com progndstico pior. Este grupo contou com cerca

de 60% dos pacientes estudados. Nos varios estudos usando GEP, cerca de 10% dos casos nao
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se enquadram em nenhum dos dois grupos citados acima; no entanto, eles sdo agrupados com 0s
NCG, ja que também apresentam evolucdo menos favoravel que os CG.

E importante notar que esses dois grupos moleculares forneciam nova estratificacdo prognéstica
mesmo entre os pacientes com IPIs baixos ou elevados. Além disto, os pacientes com LDGCB-
NCG podem necessitar de drogas mais adequadas a biologia das células neoplasicas e que
atuem nas vias de sinalizagéo proprias, o que vem sendo demonstrado com 0s novos esquemas
terapéuticos desenvolvidos.

Estudos posteriores mostraram que pacientes com LDGCB apresentam gradual aumento na
participacdo do tipo NCG com o passar da idade. Como a idade é um importante fator clinico de
pior progndstico, poderia se pensar que esta relacdo seria responsavel pelo desenrolar clinico
menos favoravel. No entanto, mesmo com a andlise corrigida para a idade, os pacientes com o
tipo NCG tiveram pior desempenho clinico, confirmando que deve haver um mecanismo molecular
responséavel pela resisténcia maior a terapéutica convencional por parte dos portadores do tipo
NCG ©.

Entre as alteracdes moleculares que caracterizam os LDGCB-CG estéo: translocacdo de BCL2,
translocacdes e mutacdes de BCL6, amplificagdo de REL, mutagbes de EZH2 e de genes da via
GNAL13. Para os do tipo NCG estéo: ativagdo da via do NF-KB por mutacdes em genes
reguladores dessa via, ativagdo da via do receptor de células B e muta¢des de MYD88 “.
Portanto, seria desejavel que a classificagdo molecular dos LDGCB estivesse disponivel para
todos os pacientes, o que ndo € pratico, uma vez que a técnica de GEP ainda € dispendiosa. O
estudo imunoistoquimico, ja disponivel para a maioria dos pacientes com linfomas, seria uma

opc¢édo mais acessivel.

2.3 Como utilizar a classificagdo molecular com técnica mais amplamente
disponivel nos laboratérios de Patologia, como a imunoistoquimica

Um dos primeiros estudos a propor uma correspondéncia imunoistoquimica com a classificacéo
molecular foi o de Hans CP et al ®). Nesse estudo com apenas trés marcadores imunoistoquimicos
(CD10, proteina BCL6 e MUM1/IRF4), os autores defendiam que poderiam classificar
adequadamente 0os LDGCB em CG e NCG, com valor prognostico independente ao IPI (Figura 1).
Para cada um desses trés marcadores ser considerado positivo, mais de 30% das células devem
expressé-lo. Isoladamente, a expresséo desses marcadores nos LDGCB, considerado o valor de
corte, corresponde a, respectivamente, 30-60%, 60-90% e 35-65%. Usando-os no algoritmo de
Hans, a distribuicdo dos subtipos nesse estudo foi semelhante & mostrada pelo GEP, ou seja, 42%
para CG e 58% para NCG.

Do ponto de vista clinico, nenhuma diferenca foi observada entre os grupos de pacientes dos tipos
CG versus NCG (sexo, idade, estadio, nimero de sitios extranodais, estado geral, niveis de

desidrogenase latica sérica ou indice progndstico internacional 5).
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Legendas:

LDGCB: linfoma difuso de grandes células B

CG: perfil munoistoquimico semelhante a célula B do centro gemminativo

NCG: perfil munoistoquimico semelhante a célula B ndo-centro gemminativo (pés-centro germinativo ou ativada)

Figura 1: Algoritmo de Hans ®) como sucedaneo para a classificagdo molecular dos linfomas difusos de
grandes células B em tipos centro germinativo e ndo-centro germinativo. O marcador é considerado positivo

se 30% ou mais das células neoplésicas o expressam.

N&o tardou para que esse estudo fosse contestado e varios outros trabalhos posteriores
apresentaram propostas de painéis imunoistoquimicos que poderiam ter correspondéncia com o
GEP, embora nenhuma delas apresentasse boa correlagdo com o método molecular ®). Embora a
concordancia dos algoritmos imunoistoquimicos néo seja total em relagdo ao GEP, a proposta de
Hans foi incorporada a nova edicdo da OMS, por se tratar de uma informacéao relevante e pelo fato
de o0 método estar disponivel na maioria dos servicos de Patologia que fazem o diagnoéstico de
linfoma M, Além disto, esta informac&o é mais relevante para o subtipo NCG, no qual a

concordancia do esquema de Hans com o GEP chega aos 85% ©.

2.4 Os LDGCB podem ter rearranjos nos genes C-MYC, BCL2 e BCL6, que podem
ser detectados por hibridizacéo in situ fluorescente (sigla em inglés: FISH)

Apesar do avanco representado pela classificacdo molecular dos LDGCB em tipos CG e NCG,
existem ainda aqueles que apresentam recaidas em ambos os grupos. Desta forma é necessario
estudar quais outros fatores poderiam contribuir para essa diferenca clinica.

No estudo dos mecanismos envolvidos na evolugéo das células linféides B destinadas a passarem
pelos centros germinativos, varios genes emergiram como tendo papeis de destaque, dentre os
quais 0 C-MYC, 0 BCL2 e 0 BCL6.

O gene C-MYC esta localizado no cromossomo 8 e € ativado como resultado de complexos

estimulos a receptores de membrana. Uma vez ativado, o C-MYC regula a transcri¢céo de varios
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outros genes através da ligacao na regido promotora dos mesmos. Cerca del0 a 15% de todos os
genes podem ser alvos de C-MYC, estando envolvidos em fun¢des diversas, como proliferacéo e
crescimento celular e replicacdo de DNA. Ha evidéncias de que a ativacdo de C-MYC apenas
estimula programas ja ativados em uma dada célula, o que explica suas variadas fungdes em tipos
diferentes de células ”.

O gene C-MYC esta tipicamente translocado no linfoma de Burkitt, que ocorre principalmente na
faixa etaria pediatrica. Mais de 90% dos linfomas de Burkitt apresentam a translocacéo, sendo que
o restante do genoma esta normal.

Apenas para nos restringirmos aos linfomas B agressivos, outro tipo de linfoma com translocacéo
de C-MYC é o conhecido como linfoma B de alto grau (LBAG), uma forma rara de linfoma B
(cerca de 3% dos linfomas ndo Hodgkin) com fei¢des histologicas intermediarias entre o linfoma
de Burkitt e 0 LDGCB. No LBAG, translocagbes de C-MYC ocorrem em 30-60% dos casos,
estando frequentemente associadas a translocacdo de BCL2 e/ou de BCL6. Nestes casos, uma
categoria a parte esta prevista na nomenclatura da OMS-2016, denominada LBAG double hit
(DH) ou triple hit (TH) 1. Ao contrario dos linfomas de Burkitt, a alteragdo de C-MYC nos LBAG
esta associada a cariotipo complexo (Tabela 1 8). Entre os linfomas com DH ou TH, as
combinacgBes de alteragBes génicas mais frequentes sdo de C-MYC/BCL2 (65%), seguidas de C-
MYC/BCL2/BCL6 (20%) e C-MYC/BCL6 (15%). Enquanto as duas primeiras combinacdes de
alteracdes ocorrem mais nos linfomas do tipo CG, a combinagédo C-MYC/BCL6 pode ocorrer tanto
no tipo CG, quanto no NCG, e apresenta um progndstico particularmente desfavoravel °.

Os LDGCB tipicos do ponto de vista histopatolégico também podem apresentar translocagdes de
C-MYC em cerca del0-20% dos casos (mais frequentes no tipo CG), além de amplificacbes desse
gene em cerca de 2% dos casos. Embora mais raramente, translocac¢des de C-MYC, associadas
ou ndo com as de BCL2 e/ou BCL6, podem ocorrer em outras neoplasias B de diversas
morfologias 1011,

O gene BCL2 esta tipicamente translocado nos linfomas foliculares (85-90%), um tipo frequente
de linfoma ndo Hodgkin indolente de células B (cerca de 25%). Translocagfes de BCL2 podem
ocorrer nos LDGCB (até 30% do tipo CG, raramente, <5%, no tipo NCG), nos LBAG (40%), porém
estdo sempre ausentes nos linfomas de Burkitt. Digno de nota é o fato de que cerca de 40% dos
pacientes com LDGCB exibindo translocacdo concomitante de C-MYC e BCL2 tém histéria de
linfoma folicular prévio.

O gene BCLG6 esta translocado em cerca de 25% dos LDGCB-NCG e 10% dos CG 12. Mutacdes
deste gene, que podem estar associadas a sua desregula¢do, com potencial impacto na

linfomagénese, ocorrem em cerca de 50% dos LDGCB 13,
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Tabela 1: Frequéncia de alteracdes de C-MYC, BCL2 e BCL6 nos linfomas B agressivos

Linfoma de Linfoma
. LDGCB LBAG .
Burkitt Plasmoblastico
Translocacdo MYC 90-100% 5-14% 35-50% 41-49%
Ganho/amplificagdo MYC Muito rara 21-38% Sem dados 20%
Genes parceiros da N&o-IG (35-53%) . 83% IG;
5 IGH 100% N&o-1G (38%)
translocacao ou IGL 17% néo-1G

. Frequente - 58-
Rearranjo simultaneo de BCL2 0% . A47% Sem dados
0

Cariotipo Simples Complexo Complexo Sem dados

Expressao proteica de MYC 100% 29-47% 35% Sem dados

LDGCB: linfoma difuso de grandes células B; LBAG: linfoma B de alto grau; IG: gene de imunoglobulina; IGH: gene de cadeia pesada de
imunoglobulina; IGL: gene de cadeia leve de imunoglobulina; ndo-IG: parceiro é outro gene que nédo o de imunoglobulinas [Adaptado de
Karube K, Campo E. Semin Hematol. 2015; 52: 97-106 (referéncia 8)].

2.5 A expressdao imunoistoquimica de C-MYC e BCL2 nédo se correlaciona com 0s
rearranjos nos genes C-MYC e BCL2, respectivamente, mas pode trazer
informacdes progndsticas Uteis

Embora a técnica de FISH possa ser aplicada em cortes de tecidos parafinados ou em esfregagos
citoldgicos, sua disponibilidade ndo é tdo generalizada quanto a imunoistoquimica. Desta forma,
tem se buscado avaliar o valor clinico da expresséo imunoistoquimica de C-MYC e de BCL2 nos
LDGCB e LBAG.

A proteina C-MYC é detectada em cerca de 30- 40% dos LDGCB, 60% dos LBAG, 70-100% dos
linfomas de Burkitt e em 5% de células B normais de centros germinativos. A proteina BCL2 é
detectada em 50% dos LDGCB, 75% dos LBAG, porém néo no linfoma de Burkitt ou em células B
normais de centros germinativos 4.

Para que os diagnosticos tenham reprodutibilidade, é necessario padronizar um valor de corte
para considerar o caso positivo. Os estudos tém variado nesse valor, porém a OMS-2016
padronizou um valor >40% para C-MYC e >50% para BCL2. Os diversos estudos tém mostrado
que 20-35% dos LDGCB sdo concomitantemente imunopositivos para ambas as proteinas
(chamados de DE, duplo expressores, em inglés, double expressors). Dos linfomas DE, a
maioria corresponde ao tipo NCG (60-70%). Por outro lado, a frequéncia de dupla translocagéo
(DH, double-hit) é de apenas 3-5% e, destes, 90% sdo do tipo CG . Inversamente, 20% dos
linfomas DH n&o séo DE.

Embora néo haja correspondéncia entre o FISH e a imunoistoquimica, os estudos tém mostrado

alta significancia no valor prognoéstico desfavoravel do grupo DE 5. Além disto, utilizando-se
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ambas as técnicas para detectar alteracdes de C-MYC e BCL2, foi proposto um modelo de
relevancia prognostica #:
e Grupo DH com translocagdo de C-MYC/IG ou DE + translocagéo sé de C-MYC/IG (5%
dos pacientes no estudo): altissimo risco;
e Grupo DH com translocacédo de C-MYC/nao-IG ou DE sem translocacdo de C-MYC (25-
30% dos pacientes no estudo): risco intermediario;
e Grupo DH sem DE ou n&o-DE (65-70% dos pacientes no estudo): risco baixo.
A validag&o deste modelo para aplicagdo rotineira nos LDGCB necessita de confirmacdo por

autores independentes (Figuras 2 e 3).

e NCG = 60%
— 0

DE (20-30%)
30-40% = CGl  95% n3o-DH

60-70% = NCG

‘ 1 1

* DH: 90% séo CG, sendo a maior parte t(MYC) e t(BCL2). O restante, correspondente aos
t(MYC;BCLG6) e triple-hit, apresentam distribuicédo equilibrada entre CG e nCG.

** DH nao-DE: 20%.

Figura 2: Esquema da caracterizac&o molecular dos linfomas B agressivos (n&o-Burkitt). Adaptado de Li S et
al. 2018 (referéncia 9)

- 40% dos linfomas B agressivos sao do tipo CG (centro germinativo); cerca de 60% sé&o NCG (ndo centro
germinativo).

- Os linfomas DE (duplo expressores imunoistoquimicos de MYC e BCL2) correspondem a 20-30% dos
linfomas B agressivos. Destes, a maioria (60-70%) s&o do grupo NCG e 30-40% séo do grupo CG. A dupla
expressao imunoistoquimica de C-MYC e BCL2 tem valores de corte >40% e >50%, respectivamente.

- Os linfomas DH (Double hit — dupla ou tripla translocag&o de MYC + BCL2 e/ou BCL6) correspondem a
cerca de 3-5% dos linfomas B agressivos. Destes, 90% s&o do grupo CG e 10% do grupo NCG. Os casos DH
com participacéo apenas de MYC+BCL2 sao quase exclusivamente do tipo CG. Casos DH com participacdo
do BCLG6 estao distribuidos entre os tipos CG e NCG.

- Dos linfomas DH, 80% s&o também DE. Cerca de 20% dos casos DH nédo séo DE. Dos linfomas DE, 95%
nado séo DH.

- As porcentagens séo apenas indicativas e variam segundo os estudos pesquisados.
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Figura 3: Exemplo de linfoma de grandes células B de alto grau. Notar a monotonia das células neoplésicas,
de tamanho médio (A, HE). As células neoplasicas expressam CD20 (B), CD10 (C), BCL2 (D) e C-MYC (E).
No presente caso, a pesquisa das translocacdes de C-MYC e BCL2 resultou positiva (ndo mostrada nas
imagens), configurando um linfoma Double hit (DH).
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2.6 Outros marcadores de valor clinico nos LDGCB: CD5, CD30, EBV

A expressédo de CD5 em neoplasias linfoides B é caracteristica de duas entidades: a leucemia
linfoide crénica/ linfoma linfocitico e o linfoma de células do manto. Outros linfomas B expressam
raramente esse marcador. Em um estudo incluindo 130 pacientes com LDGCB, 12% foram CD5+.
Nao houve caracteristicas clinicopatolégicas divergentes nos dois grupos, incluindo a sua
distribuicdo nos tipos CG e NCG. A recaida no sistema nervoso central foi significativamente mais
alta nos casos com expressdo de CD5, e esse marcador foi independentemente associado a
sobrevida menos favoravel 6. Nestes casos, é fundamental realizar o diagnostico diferencial com
a forma blastoide ou, mais raramente, com a forma polimérfica do linfoma de células do manto. A
expresséo de ciclina D1 e/ou a presencga da translocacao t(11;14) pela técnica de FISH permitem

a conclusao por este diagnéstico.

Nas diferentes casuisticas, para ser considerado um LDGCB com expressédo de CD30, tem-se
considerados valores de corte para células positivas para esse marcador de >0% até valores mais
altos. Em um estudo, a frequéncia de expressédo desse marcador foi de 25% (considerada
qualquer positividade >0%) e 12% (considerada expressdo em mais de 20% das células
neoplasicas). Nesse estudo, a expressdo de CD30 ndo apresentou valor progndstico,
independentemente do ponto de corte utilizado 7. No entanto, a informacéo da porcentagem de
células CD30 positivas num LDGCB deve ser reportada no laudo do Patologista, para ser utilizada
pelo clinico com finalidade de indicagéo terapéutica, ja que essa molécula é potencial alvo. Além

disto, ha estudos que atribuem progndstico favoravel aos LDGCB com expresséo de CD30.

Pacientes com LDGCB relacionado ao EBV tendem a ser diagnosticados em faixas etarias mais
avancgadas, apresentarem IPl mais elevado, com maiores taxas de envolvimento extranodal, maior
porcentagem de DHL elevada, estadios clinicos mais avancados e estado geral menos favoravel.
Nao é surpreendente que esta condig¢éo esteja relacionado a pior sobrevida. Em relagdo a sua
biologia, a maior parte corresponde ao tipo NCG. Ainda ndo esta estabelecido um valor de corte
para se considerar o linfoma como relacionado ao EBV. Foram reportados critérios como um
minimo de 10-50% considerando positividade viral na célula neoplasica. Seu diagnéstico
diferencial pode ser desafiador e inclui outras entidades associadas ao EBV, como a
linfoproliferacéo do imunocomprometido associada ao EBV, linfoma plasmoblastico,
granulomatose linfomatoide, linfoma associado a infecgao cronica e Ulcera mucocutanea

associada ao EBV 18,
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3. Concluséao

a) Os LDGCB representam um grupo frequente de LNH e s&o heterogéneos dos pontos de
vista morfoldgico e molecular.

b) Sua caracterizacdo imunoistoquimica deve incluir um painel basico amplo: CD20, CD3,
CD5, CD10, BCL6, MUM1, CD30, BCL2, C-MYC, Ki67, proteina p53 e pesquisa de EBV
por hibridizacao in situ.

c) Se ndo houver possibilidade de utilizacdo de GEP para classificar a neoplasia de acordo
com a célula de origem (centro germinativo x ndo centro germinativo), sugere-se utilizar,
por exemplo, o algoritmo de Hans.

d) A imunoistoguimica para C-MYC e BCL2 fornece informacg&o progndstica relevante, porém
ndo substitui o FISH para pesquisar as translocacdes desses genes, também clinicamente

importante.
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