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RESUMO

Os Linfomas Difusos de Grandes Células B (LDGCB) sdo os linfomas nao-
Hodgkin (LNH) de alto grau de malignidade que ocorrem com maior freqiiéncia. Somente
a metade dos pacientes é curada com o tratamento convencional. Atualmente o tnico
parimetro utilizado para predizer a resposta ao tratamento e a sobrevida é o Indice
Prognéstico Internacional (IPI). Por este motivo, a expressdo de diversas proteinas que
possam ser utilizadas como fatores preditivos biomoleculares tem sido analisadas com o
objetivo de auxiliar no prognéstico dos pacientes. Estudos recentes sugerem que a
expressdo de proteinas envolvidas na resisténcia a apoptose tais como a XIAP, survivina,
p53 e Bcl-2, e da proteina associada a proliferacdo celular ki-67 possam desempenhar
importante papel no progndstico dos LDGCB, mas suas implicagcdes para os subtipos
centrobléstico e imunoblastico sdo desconhecidas. Com isso, o presente estudo teve como
objetivos avaliar a expressdo, a localizacdo celular, a co-expressdo e o impacto na
resposta ao tratamento da expressdo das proteinas XIAP, survivina p53, Bcl-2 e ki-67 nos
LDGCB, com énfase no subtipo centrobldstico. Como resultado, foi observada a
expressdo de XIAP preferencialmente no niicleo e a de survivina preferencialmente no
citoplasma das células tumorais. Néo foi observada co-expressdo das proteinas analisadas
nos LDGCB e nio houve correlagdo da expressdo de XIAP, survivina, pS3, Bcl-2 e ki-67
com a sobrevida livre de progressdo (SLP) e com a sobrevida global (SG) em oito anos de
acompanhamento clinico dos pacientes com LDGCB centrobldstico. Com base nesses
resultados, foi possivel concluir que a expressao das proteinas XIAP, survivina, p53, Bcl-
2 e ki-67, isoladamente, ndo tem impacto na SLP e na SG dos pacientes com LDGCB
centrobldstico, proporcionando melhor compreensdo da biologia deste subtipo de LDGCB
e fornecendo informacdes sobre a relevancia dessas proteinas na resposta ao tratamento

desta doenca.



ABSTRACT

Diffuse large B cell lymphomas (DLBCL) are the most frequently occurring high
grade non-Hodgkin lymphoma (NHL). Only half of the patients are cured with the
standard treatment. Currently the only parameter used to predict treatment response and
survival is the International Prognostic Index (IPI). For that reason, the expression of
several proteins that might be used as predictive factors have been analyzed with the goal
of helping establish the prognosis of the patients. Recent studies suggested that the
expression of apoptosis resistance related proteins such as XIAP, Survivin p53 and Bcl-2,
and the cell proliferation associated protein Ki-67 might play an important role in the
prognostic of DLBCL patients, but the implications for the centroblastic and imunoblastic
subtypes are unknown. Therefore, the present study aimed to evaluate the expression,
subcellular localization, co-expression and treatment response impact of p53, Bcl-2,
XIAP, Survivin and Ki-67 in DLBCL, especially in the centroblastic subtype. The
observed results were that XIAP localized preferentially in the nucleus while Survivin
localized preferentially in the cytoplasm of the tumoral cells. There was no correlation
between the expression of XIAP, Survivin, p53, Bcl-2 and Ki-67 and progression free
survival (PFS) and overall survival (OS) after an eight-year clinical follow up period of
the centroblastic DLBCL patients. Taken together, these results lead to the conclusion
that the expression of XIAP, Survivin, p53, Bcl-2 and Ki-67 in a isolated manner has no
impact in PFS and OS of centrobldstico DLBCL patients and provide a better
understanding of this DLBCL subtype biology as well as valuable information about the

relevancy of these proteins in treatment response of this disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 LINFOMAS NAO-HODGKIN — CONCEITUACAO E CLASSIFICACAO

Os linfomas ndo Hodgkin (LNH) constituem um grupo extremamente heterogéneo de
neoplasias, podendo se originar de células B ou T, em diferentes estdgios de maturacio, com
diferentes caracteristicas de patogénese e padrdes de alteracdes moleculares. Dentro desse
grande grupo, os linfomas difusos de grandes células B (LDGCB) representam um tipo de
LNH com comportamento clinico agressivo mais freqiiente (40% dos casos) e os que
apresentam menor taxa de resposta ao tratamento convencional (Hennessy ef al., 2004; Ansell
e Armitage, 2005; Hoffman et al., 2005; Ng, 2007).

A partir da classificacio REAL (revised European-American classification of
lymphoid neoplasia) introduzida na clinica em 1994 (e adotada pela Organiza¢dao mundial da
saide a partir de 1997 (Harris et al., 1999) as neoplasias linféides foram nomeadas de acordo
com o estagio de diferenciacio do tumor. De acordo com esta classificagdo, os LNH
englobam as neoplasias linféides originarias de linfécitos maduros (Figura 1). Assim, os LNH
se diferenciam de neoplasias linféides origindrias de precursores de linfécitos, como as
leucemias linfobldsticas agudas (LLA), mas incluem as leucemias linféides cronicas (LLC),
que possuem caracteristicas tipicas de linfocitos maduros (Hennessy et al., 2004; Hoffman et

al., 2005).
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Figura 1: Esquematizagdo dos estagios de maturac@o do linfécito B apds sairem da medula éssea (em
preto) e os tumores (linfomas ndo-Hodgkin) correspondentes (em vermelho), com destaque para os
linfomas difusos de grandes células B (LDGCB) (em azul). Adaptado de (Hoffman et al., 2005).

1.1.1 Linfomas Difusos de Grandes Células B

Os LDGCB constituem o subgrupo dos LNH mais heterogéneo em termos de
morfologia, apresentagdo clinica e resposta ao tratamento. Mediante o tratamento com o
protocolo terapéutico denominado CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e
prednisona), 75% dos pacientes atingem a remissdo completa. No entanto, a taxa de recaida é
elevada e apenas 50% alcangcam sobrevidas de cinco anos (Hennessy et al., 2004; Ansell e
Armitage, 2005; Hoffman et al., 2005; Ng, 2007).

Os LNH sio avaliados clinicamente de acordo com os locais de acometimento da
doenca. O estadiamento de Ann Arbor classifica os LNH nos estagios I, II, III, e IV. O estagio
I corresponde ao comprometimento de apenas um linfonodo ou sitio extranodal, o estdgio II
corresponde ao comprometimento de dois linfonodos no mesmo lado do diafragma ou
envolvimento localizado de um o6rgido ou sitio extranodal, o estigio III corresponde ao

comprometimento de ambos os lados do diafragma ou envolvimento localizado de um 6rgao
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ou sitio extranodal ou do bago e o estidgio IV corresponde ao comprometimento difuso ou
disseminado de um ou mais 6rgios extranodais, com ou sem comprometimento de linfonodos
(Hennessy et al., 2004; Ansell e Armitage, 2005; Hoffman et al., 2005; Ng, 2007).

Em razio da diversidade de subtipos dos LNH e das suas varias formas de
apresentacdo clinica, um grupo de pesquisadores de dezesseis institui¢cdes na Europa, Canada
e Estados Unidos, desenvolveu um modelo preditivo de progndstico denominado IPI
(International Prognostic Index). Este modelo foi baseado em um estudo que compreendeu
mais de 2000 pacientes tratados com esquemas contendo antraciclina. O IPI identificou cinco
fatores de risco independentes associados com a sobrevida: idade (menor ou maior que 60
anos), estagio do tumor (estdgio I ou II versus III ou IV), o nimero de sitios extranodais da
doenca (zero ou 1 versus maior que 1), performance status (zero ou 1 versus maior que 1) e
nivel de desidrogenase lactica (LDH) (menor ou maior que o nivel normal). Os grupos de
risco foram definidos como: baixo risco (0 ou 1); risco baixo-intermediario (2); risco
alto-intermediario (3) ou alto risco (4 ou 5). Nesse estudo (A predictive model for
aggressive non-Hodgkin's lymphoma. The International Non-Hodgkin's Lymphoma
Prognostic Factors Project, 1993), foi observado que estes quatro grupos apresentaram taxas
diferentes e significativas do ponto de vista estatistico com relacdo a resposta completa,
sobrevida livre de doenca (SLD) e sobrevida global (SG) (A predictive model for aggressive
non-Hodgkin's lymphoma. The International Non-Hodgkin's Lymphoma Prognostic
Factors Project, 1993; Hennessy et al., 2004; Ansell e Armitage, 2005; Hoffman et al., 2005;
Ng, 2007).

A partir da classificacio WHO (World Health Organization) de 2001 (Jaffe et al.,
2001), diversas variantes dos LNH foram reclassificadas como entidades a parte aos LDGCB,
em fun¢do de suas especificidades na patogénese, nas caracteristicas clinicas, nas alteracdes

moleculares ou epidemioldgicas. Alguns exemplos sdo os raros: linfoma de grandes células B
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mediastinal, linfoma de grandes células B intravascular (com raro acometimento de
linfonodos), linfoma primério de efusdes (associado a HIV, Virus Epstein-Barr — EBV — e
Herpesvirus tipo 8) e linfoma plasmoblastico (associado ao HIV e ao EBV). Por outro lado, os
subtipos mais freqiientes, o centrobldstico e o imunoblastico, permaneceram sendo
classificados apenas como variantes dos LDGCB e ndo como doengas diferentes (Hoffman et
al., 2005).

A grande maioria dos casos de LDGCB ¢ classificada como a variante centroblastica,
em oposicdo a imunoblastica. Embora ndo se conhega sua origem celular de forma precisa,
estima-se que haja uma correlagdo com o estdgio de maturag@o dos linfécitos B no periodo em
que transitam pelos linfonodos (Dunn-Walters et al., 2001; Hennessy et al., 2004; Hoffman et
al., 2005). Durante a maturacdo normal dos linfécitos B nos linfonodos, eles sdo apresentados
a antigenos (Ag) pelas células dendriticas presentes no foliculo. Os linfécitos cujas
Imunoglobulinas (Ig) possuem afinidade pelo Ag sdo ativados e passam a proliferar,
constituindo o centro germinativo, onde passam também pelos processos de hipermutacdo
somdtica, no qual ocorrem mutagdes pontuais no gene da Ig que permitem pequenas
alteracdes na especificidade da Ig de cada clone, e de troca de classe da Ig (Figura 2).

Desta forma, os clones que vdo surgindo cujas Ig possuem alta afinidade ao antigeno
apresentado pelos linfdcitos T da zona marginal sdo selecionados positivamente, estimulados
a proliferar e se diferenciar e encaminhados para o sangue periférico onde secretaram
anticorpos ou permanecem marginais ao centro germinativo e se tornam células de memoria.
Por outro lado, a grande maioria ndo € selecionada e todos estes tém o processo apoptdtico
ativado, morrendo ali mesmo, e seus restos sdo fagocitados por macréfagos residentes (Figura
2) (Guzman-Rojas et al., 2002; Hennessy et al., 2004; Hoffman et al., 2005; Park e Choi, 2005;

Klein e Dalla-Favera, 2008).
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célula B de memoria

Figura 2: Representacdo esquematica da anatomia de um linfonodo com destaque para a regido
cortical onde se desenvolve o centro germinativo. Nesta regido, as células B “naive” reativas aos
antigenos apresentados pelas células dendriticas foliculares proliferam compondo o centro
germinativo, onde os novos linfécitos B sofrem os processos de hipermutacdo somatica e troca de
classe de Ig. Apenas os que apresentam alta afinidade ao antigeno em questdo recebem sinais de
sobrevivéncia e os demais entram em apoptose. As células B selecionadas posivitamente pelo
reconhecimento ao antigeno apresentado pelos linfécitos T da zona marginal se acumulam ao redor do
centro germinativo e sdo conduzidos ao sangue periférico para o combate a infec¢@o (plasmdcitos) ou

sdo mantidas no linfonodo como células B de memoria.
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Além disso, foi observado que os linfécitos em passagem pelo centro germinativo t€m
um perfil de expressdo génica proliferativo e pré-apoptético. Sdo chamados de centroblastos
(Figura 3a) e acredita-se que de um desses clones se origine o LDGCB na sua variante
centroblastica (Guzman-Rojas et al., 2002; Hoffman et al., 2005; Klein e Dalla-Favera, 2008)
(Figura 3b). Em contrapartida, os linfécitos positivamente selecionados sio recrutados para a
produgdo e liberagdo de anticorpos no sangue periférico, t€m um perfil de expressdo gé€nica
anti-apoptético (os que se tornam células de memoria vivem por muitos anos) e apresentam
superexpressdo de Ig. Sdo chamados de imunoblastos (Figura 3c) e acredita-se que de um
desses clones se origine 0 LDGCB na sua variante imunoblastica (Figura 3d) (Guzman-Rojas
et al., 2002; Hoffman et al., 2005; Klein e Dalla-Favera, 2008).

A discriminag@o entre estes dois subtipos de LDGCB ¢ feita essencialmente pela
morfologia das células tumorais (Figura 1). Inclusive, um dos motivos que levaram a inclusio
de ambos os subtipos em uma mesma classificagdo foi a subjetividade da classificacio
morfoldgica. Mas talvez o principal motivo tenha sido a auséncia de estudos conclusivos
sobre as diferencas entre os subtipos centrobldstico e imunobldstico no tocante a resposta ao
tratamento (Harris et al., 1999). Por outro lado, hoje em dia o recurso da imunofenotipagem
vem se consolidando como uma ferramenta importante na discriminacdo dos subtipos e
variantes de LDGCB, quando a morfologia deixa duvidas (Pileri er al., 2002; De Leval e
Harris, 2003). Além disso, diversos estudos com longos periodos de acompanhamento clinico
dos pacientes mostraram que o subtipo imunoblastico apresenta um pior progndstico do que o
centroblastico, mediante 0 mesmo esquema de tratamento, embora nos primeiros dois anos a
resposta ao tratamento possa ser semelhante (Engelhard et al., 1997; Salar et al., 1998; Baars

et al., 1999; Diebold et al., 2002).



Figura 3: Variantes mais comuns dos LDGCB e suas contrapartidas normais. Centroblastos normais
apresentam um perfil de expressdo génica proliferativo (a). Deles acredita-se que se origine o LDGCB
na sua variante centrobldstica (b). Por outro lado, imunoblastos normais apresentam um perfil de
expressdo génica anti-apoptdtico (c). Deles acredita-se que se origine o LDGCB na sua variante
imunoblastica (d). Coloragdo marrom da expressdao de Bcl-6 (a) e Bcl-2 (b) detectada pelo método
imunohistoquimico de imunoperoxidade e coloracdo com Hematoxilina-Eosina de um tumor
centrobléstico (c) e de um imunoblastico (d). Seta vermelha: centroblasto; seta preta: imunoblasto.
Adaptado de (De Leval e Harris, 2003).

Devido a heterogeneidade de respostas ao tratamento e a baixa taxa de cura observada
nos pacientes com LDGCB, torna-se importante identificar fatores bioldgicos que tenham
importancia prognéstica e que possam ajudar a compreender a patogénese e o curso da
doenca. Neste contexto, nos dltimos anos tem se observado que diversos mecanismos que
levam a perda da regulacdo da apoptose e do ciclo celular nos LDGCB estdo envolvidos na
patogénese da doenca. Dentre eles, foram observadas alteracdes nas vias de p53 e Bcl-2 e na
expressdo das proteinas inibidoras da apoptose (IAPs) (Bai et al., 2005; Akyurek et al., 2006).

No entanto, o impacto dessas alteracdes na resposta ao tratamento no contexto do subtipo

morfoldgico é desconhecido.
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1.2 APOPTOSE

Acredita-se que durante o processo evolutivo os organismos multicelulares
apareceram concomitantemente ao desenvolvimento de mecanismos controladores de morte
celular. O “altruismo” de uma célula que “se suicida” perante a detec¢do de uma ameaga ao
conjunto do organismo é observado em diversas situacdes fisioldgicas. Algumas destas
situacdes sdo a morfogé€nese dos tecidos durante o desenvolvimento embriondrio, a resposta a
uma infec¢do viral, a deteccdo de um dano irrepardvel no DNA, a exposi¢do a alto estresse
oxidativo ou a quimioterdpicos, a privacdo de sinais de sobrevivéncia, como fatores de
crescimento, citocinas e hormonios, e uma série de outras circunstincias na manutencdo da
homeostase. O processo de morte celular programada é conservado em todos os animais
estudados até o momento, de cniddrios a mamiferos (Figura 4), e também estd presente em
plantas, o que denota sua extrema importincia para o sucesso evolutivo dos organismos
multicelulares (Figura 4) (Ameisen, 2002; Bai et al., 2005; Vermeulen et al., 2005).

Ao fendtipo de morte celular programada mais comumente observado denominou-se
“apoptose”. O termo vem de “queda”, em relagdo a queda das folhas das drvores no outono, o
que remete ao “altruismo” da célula que morre para permitir o sucesso do organismo
(Ameisen, 2002). Morfologicamente, a apoptose envolve alteragdes caracteristicas como
encolhimento da célula, mudangca de conformacdo com manutencdo parcial da
impermeabilidade da membrana celular, permeabilizacio da membrana externa da
mitocondria, condensagdo e fragmentacdo da cromatina, fragmentacio do DNA gendmico,
modificacdes no citoesqueleto e segmentagdo da célula nos chamados corpusculos
apoptoticos (Figura 5) (Ameisen, 2002; Kroemer et al., 2005; Vermeulen et al., 2005;

Galluzzi et al., 2007).
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Figura 4: Representacdo esquemdtica do mecanismo apoptdtio ressaltando sua consevacdo nas

espécies animais de nematodos (C. elegans), insetos (D. melanogaster) e mamiferos. Proteinas
homdlogas entre as espécies estio representadas pela mesma cor.
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Figura 5: Caracteristicas morfoldgicas da apoptose. Célula de carcinoma de ndo-pequenas células de
pulmio em apoptose exibindo condensagdo nuclear e encolhimento celular (a) e célula epitelial em
apoptose exibindo fragmentacdo da cromatina e manutencao da integridade da mitocondria (seta
branca) (b). Adaptado de (Kroemer et al., 2005; Galluzzi et al., 2007).
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No nivel molecular, o processo apoptdtico comega muito antes da observacdo do seu
fendtipo. Hoje se sabe que ele pode ser iniciado por diversas vias diferentes, dependendo do
estimulo inicial. As primeiras vias elucidadas e as mais estudadas até o momento sdo as

chamadas extrinseca e intrinseca (Figura 6) (Ameisen, 2002; Bai er al., 2005; Vermeulen et

al., 2005).
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Figura 6: Representacio esquemadtica das principais vias de sinalizacdo da apoptose. Sdo elas as
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(Vermeulen et al., 2005).
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Na via extrinseca, ou via de receptor de morte, mediada por citocinas, a célula recebe
o comando social ou externo de morrer. Esta via € iniciada pela ligacdo de um ligante da
familia do Fator de Necrose Tumoral (TNF), como TNFa, FasL, Apo3L e TRAIL, ao
respectivo receptor (TNF-R, Fas/CD95, receptores da familia DR, entre outros), ativando-o. A
ativacdo destes receptores leva a homotrimerizacio e conseqiiente recrutamento de proteinas
adaptadoras, como FADD para Faz, que, juntamente a procaspase-8, compdem um complexo
proteolitico chamado DISC (Death receptor-Induced Signaling Complex), no qual a
procaspase-8 € autoclivada para sua forma ativa caspase-8, que por sua vez, vai clivar as
procaspases -3, -6 e -7, ativando-as (Figura 6) (Ameisen, 2002; Bai et al., 2005; Vermeulen et
al., 2005).

A maioria dos quimioterdpicos empregados no tratamento do cancer, incluindo os
utilizados no protocolo terapéutico dos LDGCB, de modo geral leva a ativagdo da via
intrinseca da apoptose (Hoffman et al., 2005). Na via intrinseca, ou via mitocondrial, a célula
detecta algum dano ou agressdo incorrigivel em si propria, como uma infec¢do viral, deteccao
de um dano irrepardvel no DNA, privacdo de sinais de sobrevivéncia, exposi¢do a alto
estresse oxidativo ou a quimioterdpicos. Estes sinais ativam a via intrinseca do processo
apoptotico que € iniciada pela perda do potencial de membrana, com conseqiiente
permeabilizacdo da membrana externa da mitocondria por membros da familia Bcl-2 e
liberagdo de Citocromo c¢ do espago intramembranar da mitocondria para o citoplasma,
juntamente com outros fatores pro-apoptoticos. No citoplasma, Citocromo c¢ ativa a proteina
adaptadora Apaf-1 (Apoptotic Protease Activating-Factor 1), que recruta procaspase-9,
formando o “DISC micocondrial” ou “apoptossoma” na presenca de ATP. Neste contexto,
procaspase-9 € autoclivada e passa a clivar as procaspases -3, -6 e -7, ativando-as (Figura 6)

(Ameisen, 2002; Bai et al., 2005; Vermeulen et al., 2005; Elmore, 2007).
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Sabe-se que uma via pode amplificar a outra e que existem células em que a
quantidade de caspase-8 ¢ suficiente para ativar a apoptose via receptor de morte e células em
que essa quantidade ndo é suficiente e a via mitocondrial funciona como um amplificador do
sinal da via extrinseca. Realizando a integracdo das duas vias, a proteina Bid, membro da
familia Bcl-2, € clivada e ativada pela caspase-8 e se transloca para a mitocondria, ativando a
via mitocondrial (Figura 6) (Ameisen, 2002; Bai et al., 2005; Vermeulen et al., 2005).

As vias extrinseca e intrinseca convergem para a ativacdo de cisteino-proteases da
familia das caspases (Figura 6). As caspases s@o enzimas que contem residuos de cisteina em
seus sitios ativos e clivam substratos especificamente em ligagdes de residuos de &cido
aspartico com o residuo diretamente N-terminal a ele. J4 foram descritas quatorze caspases
em mamiferos, sendo que nem todas estao relacionadas diretamente a apoptose; algumas estdao
envolvidas na maturacdo de citocinas pré-inflamatérias (Hengartner, 2000; Slee et al., 2001;
Ameisen, 2002; Bai et al., 2005; Vermeulen et al., 2005; Elmore, 2007).

As caspases que conduzem o processo apoptotico estdo presentes nas células normais
como enzimas inativas, ou zimogénios, as chamadas procaspases, que sao compostas de trés
dominios, o dominio N-terminal, que é clivado da procaspase durante sua ativagdo, e os
dominios pl10 e p20, que compdem a caspase ativada. Mediante o estimulo apoptético, as
caspases chamadas “iniciadoras” sdo autoativadas através da interacdo com outras proteinas,
como no caso da procaspase-8 com as proteinas do DISC, e da procaspase-9 com as proteinas
do apoptossoma. Ja as chamadas caspases “efetoras”, caspases-3, -6 e -7, sdo
subseqiientemente ativadas pela clivagem de seus zimog€nios pelas caspase-8 e caspase-9
(Hengartner, 2000; Vermeulen et al., 2005; Elmore, 2007).

Uma vez ativadas, as caspases -3, -6 e -7, reconhecem e clivam uma variedade de
substratos protéicos, inativando-os na maioria dos casos ou promovendo sua ativacdo pela

remocdo de dominios de regulacdo negativa. Em ultima instancia, a atividade das caspases -3,
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-6 e -7 resulta nas altera¢des morfoldgicas observadas durante a apoptose € na concretizagio
do processo apoptético (Hengartner, 2000; Vermeulen et al., 2005; Elmore, 2007). Um dos
substratos das caspases é a subunidade que regula negativamente a atividade da enzima que
cliva o DNA. Com a remog¢do do ICAD (Inhibitior of Caspase-Activated DNase), a
subunidade catalitica CAD (caspase-Activated DNase), fica livre para atuar na clivagem do
DNA entre os nucleossomos, resultando na sua fragmentagio em segmentos multiplos de 180
pares de bases (Liu et al., 1997; Enari et al., 1998; Sakahira et al., 1998; Nagata, 2000). Além
disso, as caspases -3, -6 e -7, também contribuem para a destrui¢do do nicleo, pela clivagem
de laminas nucleares, e para a perda do formato da célula, pela clivagem de proteinas de
citoesqueleto como fodrinas e gelsolinas. (Hengartner, 2000; Ameisen, 2002; Bai et al., 2005;
Vermeulen et al., 2005; Elmore, 2007).

Dada a importincia dos mecanismos de morte celular programada para o
desenvolvimento, a homeostase, e a prevencdo de tumores, o destino das células estd
constantemente sob o controle de um balango entre a expressdo e a atividade de proteinas anti
e pré-apoptoéticas. Além disso, o processo apoptdtico pode ser modulado em diversas etapas,
como na liberag@o do Citocromo ¢ da mitocondria pela familia Bcl-2 e na ativacdo e atividade
das caspases pelas Proteinas Inibidoras da Apoptose (IAPs) (Figura 6) (Ameisen, 2002; Bai et

al., 2005; Vermeulen et al., 2005; Akyurek et al., 2006; Elmore, 2007).

1.2.1 Bel-2

A proteina Bcl-2, de 26 KDa, é uma proteina integral de membrana e foi o primeiro
membro da familia descrito. Seu gene foi inicialmente identificado no ponto de quebra da
translocacdo t(14;18) em um linfoma folicular de célula B humano. Desse modo, observou-se

que a superexpressao da B cell lymphoma 2 aumenta a resisténcia a apoptose nos linfécitos
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mediante uma grande variedade de estimulos (Opferman e Korsmeyer, 2003; Hoffman et al.,
2005; Klener et al., 2006).

As proteinas da familia Bcl-2 desempenham um papel fundamental na decisdo de
comprometimento ou evasdo da célula a apoptose. Através do controle da permeabilidade
mitocondrial e, conseqiientemente da liberagdo do Citocromo c¢ e demais fatores pro-
apoptéticos acima descritos, algumas proteinas podem induzir a propagagdo e outras o
bloqueio do estimulo apoptético (Opferman e Korsmeyer, 2003; Bai et al., 2005; Klener et
al., 2006; Elmore, 2007). Até hoje foram descritos 25 membros da familia Bcl-2 incluindo os
pré-apoptéticos Bcel-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik e Blk e os anti-apoptéticos Bcl-2, Bcl-
x, Bel-xL, Bcel-xS, Bel-w, BAG. Essas proteinas possuem até quatro regides de homologia a
Bcl-2, BHI a BH4 (Bcl-2 Homology regions), que tridimensionalmente constituem segmentos
em o-hélice (Gross et al., 1999; Ameisen, 2002; Opferman e Korsmeyer, 2003; Bai et al.,
2005; Klener et al., 2006; Elmore, 2007).

Os membros da familia Bcl-2 podem ser classificadas de acordo com a homologia de
suas BH as da Bcl-2. Os membros anti-apoptéticos Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1 e Al sdo altamente
conservados, possuindo as quatro regides BH, sendo que BH1, BH2 e BH3 formam uma
estrutura capaz de se ligar a BH3 dos outros membros da familia Bcl-2 (Gross et al., 1999;
Opferman e Korsmeyer, 2003; Bai er al., 2005; Klener et al., 2006; Elmore, 2007). Ja os
membros pré-apoptoticos podem ser categorizados pelo nimero de dominios BH que
possuem. Desta forma, os “multidomain”, Bax, Bak e Bok, possuem BH1, BH2 e BH3, que
também sdo capazes de formar a estrutura que se associa a BH3 dos outros membros da
familia, e os que possuem apenas BH3 (“BH3 only”), Bid, Bad, Bim, Bik, Noxa e PUMA, nio
apresentam homologia além deste chamado “dominio de morte minimo” (Gross et al., 1999;

Opferman e Korsmeyer, 2003; Klener et al., 2006; Elmore, 2007).
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Figura 7: Representac@o esquematica do mecanismo de agdo de alguns dos membros da familia Bcl-2.
Quando Bad e Bax encontram-se fosforiladas, ficam seqiiestradas no citosol, permitindo a
homodimerizacdo de Bcl-2 e Bcl-xL, o que impede a liberagdo do Citocromo ¢ do espago
intermembranar mitocondrial, inibindo a apoptose (a). Uma fez desfosforilada, Bax € translocada para
a mitocondria, onde pode se heterodimerizar com Bcl-2, mantendo o bloqueio a liberacdo de
Citocromo ¢, ou se homodimerizar, permeabilizando a membrana externa da mitocondria e permitindo
a liberac@o de Citocromo ¢ para o citosol e a ativacdo da via intrinseca da apoptose (b). Quando Bad
estd desfosforilada, também se transloca para a mitocondria, onde € capaz de se associar tanto a Bcl-2
quanto a Bcl-xL, permitindo a liberagdo de Citocromo c e, assim, ativando a via intrinseca da apoptose
(c). Em um mecanismo amplificador de sinal, a via intrinseca também pode ser ativada pela via
extrinseca através da clivagem pela caspase-8 de Bid, que se transloca para a mitocondria e ativa a via
intrinseca via homodimeriza¢do de Bax, resultando na liberacdo de Citocromo c¢ para o citosol (d).
Outro mecanismo de ativagdo da via intrinseca € a atividade de PUMA que também leva a
homodimeriza¢@o de Bax, culminando na liberagdo de Citocromo c (e).

caspase-8
d) (via extrinseca)

Na dindmica da sinalizacdo, a principal atuagdo da familia Bcl-2 € através de homo ou
heterodimeriza¢do. Observa-se, por exemplo, que dimeros de Bax promovem a apoptose,
enquanto dimeros de Bax/Bcl-2 ou s6 de Bcl-2 inibem a apoptose. Além disso, Bad pode se

dimerizar com Bcl-2 e Bcel-xL, neutralizando seu efeito protetor e assim favorecendo a
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apoptose. Por outro lado, quando ndo estdo associados a Bad, Bcl-2 e Bcel-xL impedem a
liberagdo de Citocromo c e parecem também impedir a ativagdo de caspase-3 e caspase-9.
Ademais, parece que a superexpressdo de Bcl-2 leva a inibi¢do da expressdo de Bcl-xL, e
vice-versa, indicando uma regulagdo reciproca entre Bcl-2 e Bcl-xL (Figura 7) (Gross et al.,
1999; Bai et al., 2005).

Em células B normais, a expressdo de Bcl-2 topograficamente se restringe as regides
marginais ao centro germinativo onde ha células sobreviventes ao processo fisioldgico de
hipermutacdo somdtica (Figura 3) (Guzman-Rojas et al., 2002; Hoffman et al., 2005). Com
relacdo ao LDGCB, sabe-se que aproximadamente um ter¢o dos casos apresenta translocacoes
que alocam o gene bcl-2 a genes da imunoglobulina, a mais freqiiente sendo a t(14;18), o que
torna a proteina Bcl-2 expressa constitutivamente e em altos niveis. Além disso, parece haver
uma associacdo entre a superexpressdo de Bcl-2 e os casos em que houve transformacio
histolégica. Ou seja, um linfoma folicular de baixo grau, dos quais 85% dos casos apresentam
translocagdes que tornam o gene bcl-2 constitutivamente expresso, poderia “evoluir” para um
linfoma de alto grau como o LDGCB. Uma possivel explicagdo para esta teoria seria a de que
como a superexpressdo de Bcl-2 é um fator que favorece a sobrevivéncia da célula tumoral, a
ocorréncia de mutagdes subseqiientes que transformam ainda mais a célula também seria
favorecida (Hoffman et al., 2005). Por outro lado, nos LDGCB a superexpressdo de Bcl-2
nem sempre estd associada a translocagéo t(14;18) (Barrans et al., 2003). Nesse contexto, foi
observado que ela também pode ser ocasionada pela amplificacdo ou ganho do cromossomo
18q, onde se localiza o gene bcl-2 (Monni et al., 1997). Outra possibilidade € que mutagdes
na janela aberta de leitura do gene bcl-2 alterem sua afinidade por fatores de modo a levar a
sua superexpressao (Monni et al., 1999).

Em termos de prognéstico, parece que a significAncia da expressdo de Bcl-2 nos

LDGCB esta restrita aos pacientes com menos de 65 anos de idade (Maartense et al., 2004).
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Ainda assim, embora alguns grupos tenham obtido resultados controversos, foi observado um
valor negativo da expressdo de Bcl-2 e/ou da presenca da translocagdo t(14;18) em LDGCB
na maioria dos estudos (Kramer et al., 1996; Monni et al., 1997; Kramer et al., 1998; Monni
et al., 1999; Barrans et al., 2003; Maartense et al., 2004). Entretanto, ndo se sabe o impacto na

resposta ao tratamento da expressdo de Bcl-2 especificamente nos LDGCB centroblasticos.

1.2.2 p53

A proteina de 53 KDa (p53) foi descrita em 1979 e inicialmente foi sugerido que teria
um papel na transformagdo maligna de células normais (Lane e Crawford, 1979; Linzer e
Levine, 1979). Dez anos mais tarde, foi observado que diversos tipos de tumor tinham
mutacdes no seu gene, localizado no brago curto do cromossomo 17 na posi¢do 17p13, e que
a proteina selvagem era capaz de impedir a transformacdo maligna. Deste modo, foi possivel
concluir que a p53 é, na verdade, uma proteina supressora de tumores (Eliyahu et al., 1989;
Finlay et al., 1989; Nigro et al., 1989). Atualmente, sabe-se que cerca de metade dos tumores
s6lidos humanos apresentam mutagdes no gene 7P53. Na outra metade, € freqiiente a perda da
regulacdo da atividade da p53 pelos fatores que a modulam ou pelo efeito de oncoproteinas
virais (Staples et al., 2008).

Além da p53, foram descritas outras proteinas com estrutura similar em vertebrados, a
p63 e a p73. Foi observado que seus genes alvos sdo semelhantes aos da p53 e ambas tem
funcdo antitumoral. No entanto, nenhuma das duas apresenta o papel crucial da p53 na
supressdo de tumores (Vousden e Lane, 2007; Staples et al., 2008).

A proteina p53 € um fator de transcricido praticamente indetectdvel em células normais
cuja curta meia-vida € rigorosamente controlada através da ubiquitinizagdo pela proteina

HDM?2 (Human Double Minute-2) (Figura 8a). Diversos mecanismos contribuem ainda para o
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controle de sua ativacdo, como outras alteragdes pOs-translacionais por quinases e acetilases,
modulagdo de sua atividade transcricional por co-ativadores transcricionais, entre outros
(Bensaad e Vousden, 2007; Efeyan e Serrano, 2007; Vousden e Lane, 2007; Liu et al., 2008;
Meulmeester e Jochemsen, 2008; Riley et al., 2008). No entanto, mediante qualquer tipo de
estresse celular, sua degradacdo é bloqueada e a p53 fica livre para ativar e reprimir a
transcri¢do de uma série de genes envolvidos primordialmente em parada do ciclo celular (de
maneira reversivel ou irreversivel) e estimulo a apoptose, sendo considerada uma das
proteinas mais importantes no controle do ciclo celular e da apoptose (Figura 8) (Bensaad e
Vousden, 2007; Efeyan e Serrano, 2007; Vousden e Lane, 2007; Liu et al., 2008;
Meulmeester e Jochemsen, 2008; Riley er al., 2008). Nao obstante, cada tipo de estimulo
estabiliza e ativa p53 por uma via diferente, o que contribui para seu engajamento na resposta
seletiva ao tipo de estresse que a ativou (Vousden e Lane, 2007).

Contribuindo para sua atividade anti-tumoral, a p53 tem um papel importante e
complexo na modulag@o dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (ROS). Por
um lado, p53 pode contribuir para a indu¢do de ROS e inibir a transcricdo de genes
antioxidantes, levando a célula a apoptose. Mas, por outro lado, p53 também pode ativar a
transcri¢do de genes antioxidantes, mediante concentracdes celulares mais baixas de ROS, o
que parece ser crucial para a resposta celular a pequenos estresses que ocorrem durante o
desenvolvimento e crescimento normais (Bensaad e Vousden, 2007; Vousden e Lane, 2007;
Liu et al., 2008).

No processo apoptético, pS3 controla, entre outras, a expressdo da proteina PUMA
(P53 Upregulated Modulator of Apoptosis) através da ativacdo de sua transcri¢do. Mediante a
expressdao de PUMA, Bax se transloca para dentro da mitocOndria, onde se multimeriza,
facilitando a permeabilizacio da membrana externa da mitocondria e permitindo a

conseqiiente liberacdo de Citocromo c¢ (Figura 7e). Desta forma, embora sua expressdo nao
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seja alterada pela p53, Bax também funciona como um importante mediador de p53 (Figura
8b) (Phillips e Luisi, 2000; Vousden e Lane, 2007; Meulmeester e Jochemsen, 2008; Riley et
al., 2008).

Outro gene envolvido na apoptose que é alvo de regulacdo pela pS3 € o da proteina
Bcl-2. Sabe-se que a ativagdo de ambos os promotores de bcl-2 pl e p2 pelo fator de
transcricdo da familia POU Brn-3a € impedida pela p53, que € capaz de se ligar a sitios
adjacentes ao de Brn-3a e interagir diretamente com ele. Sendo assim, a atividade da p53
reprime a expressdo de Bcl-2, favorecendo a apoptose (Figura 8c) (Phillips e Luisi, 2000;
Vousden e Lane, 2007; Meulmeester e Jochemsen, 2008; Riley ef al., 2008). Além disso, foi
sugerido que a p53 poderia competir com Bax e Bak pela associacdo a Bcl-2 e Bcel-xL,
permitindo que fiquem livres para atuar na permeabilizagdo da membrana externa da
mitocondria e assim levando a apoptose (Figura 8d) (Meulmeester e Jochemsen, 2008).

Em paralelo, também ja foi descrito um controle mituo entre pS3 e a [AP survivina.
Por um lado, a p53 selvagem parece regular negativamente a expressdo de survivina
reprimindo a ativac@o de seu promotor diretamente, se ligando a ele e assim exercendo uma
barreira fisica, ou indiretamente, ativando p21 e conseqiientemente levando a repressdo de
E2F, que seria um potencial ativador (Figura 8e) (Hoffman et al., 2002), mas perde esta
capacidade quando mutada (Mirza et al., 2002). Por outro, a atividade da survivina foi
associada uma menor expressdo de pS3, via inibicdo da clivagem de MDM?2 pelas caspases
(Wang et al., 2004).

Foi sugerido que alteracdes nas vias de p53, p27 e Rb possam contribuir para um
comportamento clinico mais agressivo dos LDGCB (Bai et al., 2007). Ademais, nos linfomas
foliculares a expressdo de p53 parece ser capaz de predizer a transformagdo para LDGCB e
estd relacionada a uma pior sobrevida (Pennanen et al., 2008). No entanto, a associag¢do da

detec¢do imunohistoquimica de p53 com a expressdo de outras proteinas envolvidas na
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apoptose € na resisténcia ao tratamento bem como sua associag¢do a caracteristicas de resposta
ao tratamento podem contribuir para a verificacio de seu valor preditivo e para a

compreensdo das alteracbes moleculares presentes especificamente em LDGCB
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Figura 8: Vias ativadas por p53 que levam a apoptose. Embora autoregulada via inducdo de seu
repressor mdm?2 (a), mediante dano celular irrepardvel, p53 ativa diversas vias relacionadas a
apoptose. Algumas delas s@o: a ativagdo da transcricdo de PUMA, que permite a translocacdo de Bax
para a mitocondria (que permeabiliza a membrana externa, liberando Citocromo c para o citosol) (b), a
inativagdo de Bcl-2 (que bloqueia a liberagdo de Citocromo c), via repressdo de seu gene (c) ou
competicdo com Bax pela ligacdo a Bcl-2 e a Bel-xLL (d), e inibi¢do da survivina, via repressio
transcricional de seu gene ou ativagdo de p21, que reprime E2F, um possivel ativador de survivina (e).

1.2.3 Proteinas Inibidoras da Apoptose

As proteinas inibidoras da apoptose (IAPs) constituem uma familia de proteinas
caracterizadas por possuirem dominios chamados Baculoviral IAP Repeat (BIR) (Srinivasula

e Ashwell, 2008). A IAP que deu nome a familia foi originalmente descrita como produto de
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um gene presente no DNA do baculovirus Cydia pomonella, sendo capaz de impedir a
apoptose das células do inseto Spodoptera frugiperda infectadas (Crook et al., 1993).

Os dominios BIR sdo seqiiéncias de aproximadamente 70 aminodcidos que formam
uma estrutura semelhante a um dedo de zinco com residuos de histidina e cisteina. Sua
principal fung¢do é a mediacdo de interagdes proteina-proteina. Inclusive, a presenca de
multiplas copias de dominios BIR em uma IAP aumenta sua afinidade pelas suas proteinas-
alvo e a gama de proteinas com as quais a IAP pode interagir (Srinivasula e Ashwell, 2008).
As IAPs contem até trés dominios BIR na por¢do N-terminal, sendo que BIR1 estd
relacionado a interagdo com diversos mediadores de sinaliza¢@o, inclusive com outras IAPs
(Dohi et al., 2004) e moléculas ndo relacionadas diretamente a apoptose (como ativadores de
NF«B e TGF-B (Lu et al., 2007)), e BIR2 e BIR3 estéo relacionados a ligagdo as caspases € a
outras proteinas reguladoras da apoptose (como as moduladoras das IAPs Smac/DIABLO e
Omi-HtrA2 (Srinivasula et al., 2000; Shiozaki e Shi, 2004)).

Além de dominios BIR, as IAPs podem conter outras seqiiéncias e regides
determinantes para sua atividade como dominios RING (Really Interesting New Gene) ou
CARD (Caspase-Associated Recruitment Domain) na por¢do C-terminal. O dominio RING
confere atividade ubiquitina-ligase (E3) e, uma vez em associacdo com uma enzima ativadora
de ubiquitina (E1) e uma proteina conjugadora de ubiquitina (E2), catalisa a ubiquitinizagio
(resultando na degradacdo via proteassoma) de proteinas-alvo como proteinas envolvidas na
apoptose e das préprias [APs (Srinivasula e Ashwell, 2008). J4 o dominio CARD estd
presente na procaspase-9 e é essencial para sua associacdo direta a Apaf-1 e subseqiiente
ativacdo (Ameisen, 2002; Vermeulen et al., 2005; Elmore, 2007). No entanto, seu papel nas
IAPs, embora relacionado a interacdo proteina-proteina, ainda ndo estd bem compreendido

(Lacasse et al., 2008; Srinivasula e Ashwell, 2008).
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Até o presente, foram descritas oito IAPs em mamiferos (XIAP, c-IAPI1, c-IAP2,
survivina, NIAP, ML-IAP, BRUCE e ILP2) além de diversas proteinas homodlogas em
invertebrados e virus. Contendo 497 residuos de aminoacidos, a X-linked Inhibitor of
Apoptosis Protein (XIAP) possui os trés dominios BIR e um RING, e é a mais potente das
IAPs, enquanto a survivina, com 142 residuos, € a menor delas, sendo composta de um tinico
dominio BIR (Srinivasula e Ashwell, 2008). Atualmente, sabe-se que as IAPs sdo capazes de
impedir a apoptose por inibi¢do direta ou indireta das caspases, dando tempo a célula para
reparar o dano que ativou a via apoptética e evitando que as células morram em resposta a
danos que poderiam ser reparados (Deveraux et al., 1997; Roy et al., 1997; Deveraux et al.,
1998; O'connor et al., 2000; Shin et al., 2001; Ameisen, 2002; Vermeulen et al., 2005;
Elmore, 2007).

Virios estudos tém correlacionado a superexpressio da IAPs a resisténcia ao
tratamento quimioterdpico em diversos tipos tumorais (Datta et al., 2000; Tamm et al., 2000;
Yang et al, 2003). Nos ultimos anos, a survivina tem sido apontada como um fator
progndstico promissor em diversos tipos de tumor e como um alvo terapéutico interessante
uma vez que sua expressdo é rara em tecidos adultos diferenciados (Pennati et al., 2007,
2008). Além disso, sua localiza¢do subcelular parece determinar a resposta ao tratamento de
modo que survivina localizada no citoplasma teria um efeito ‘“citoprotetor” enquanto
survivina localizada no nicleo apontaria para uma deficiéncia desta fun¢do. Sendo assim, a
conseqiiéncia da sua localizacdo no progndstico em tltima analise poderia se traduzir na
predominancia nuclear como sendo um fator favoravel enquanto na citoplasmatica como um
desfavoravel, embora existam excegdes (Stauber et al., 2007). Por outro lado, a survivina
possui uma importante func¢éo no ciclo celular, inicialmente sugerida pela sua expressdo em
G2/M (Li et al., 1998) e posteriormente relacionada a estabilizagdo de microtiibulos para

formacdo do fuso acromdtico e participagdo no ‘“chromosomal passenger complex”,
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promovendo a associa¢do correta das proteinas deste complexo aos cinetocoros e assim
promovendo o desenrolar apropriado da mitose (Lens e Medema, 2003; Vader et al., 2006;
Mita et al., 2008). Por este motivo, sua localizacdo nuclear favorece a proliferacdo celular, o
que, embora ndo relacionada a apoptose, poderia igualmente conferir vantagens a progressao
tumoral (Pennati et al., 2007). Desta forma, é possivel que o valor progndstico da localizacio
subcelular da survivina esteja relacionado a caracteristicas intrinsecas da biologia de cada tipo
de tumor e, por isso, varie entre os diversos tipos de tumor existentes, precisando ser
determinado para cada um em particular.

Nas hemopatias malignas, maiores niveis de survivina foram relacionados a um pior
prognéstico (Zaffaroni et al., 2005). Outros autores mostraram ainda que, em linhagem
celular de LNH, a expressdao de survivina e a proliferacdo celular foram significativamente
inibidas e a taxa de apoptose foi aumentada por oligonucleotideo antisenso para 0 RNAm da
survivina (Ansell et al., 2004). Este resultado sugere que esta IAP pode ser considerada um
alvo terapéutico atrativo em linfomas agressivos, como os LDGCB.

Com relacdo a XIAP, embora seja uma proteina citoplasmadtica, em diversas neoplasias
sua expressdo € detectada no niicleo, o que leva ao questionamento dos mecanismos que
regulam a sua compartimentalizagdo e o possivel impacto na patogé€nese e resposta ao
tratamento do cincer (Akyurek et al., 2006; Vischioni et al., 2006; Lacasse et al., 2008;
Srinivasula e Ashwell, 2008). Recentemente, observou-se que a inducdo de apoptose
mediante administracido de quimioterdpicos com mecanismos de acdo diferentes é capaz de
ativar sua clivagem, gerando um fragmento contendo seus dominios BIR3 e RING, que é
entdo translocado para o nidcleo, onde pode ser que desempenhe alguma fungfo, ainda
desconhecida (Nowak et al., 2004).

Sobre a importancia da expressdo e localiza¢do subcelular das IAPs nos LDGCB hi

poucos dados na literatura. Alguns estudos com amostras de LDGCB esclarecem algumas
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questdes, mas deixaram outras em aberto. Em um deles, a expressdo da proteina survivina foi
analisada e se correlacionou com uma menor sobrevida global (Adida et al., 2000). No
entanto, este trabalho avaliou apenas o impacto da expressdo da IAP survivina. Em outro, a
expressdo das IAPs XIAP, c-IAP1 e c-IAP2 foi detectada em diferentes freqii€éncias nas
amostras analisadas (Akyurek et al., 2006), sugerindo diferentes impactos dessas proteinas na
patogénese dos LDGCB, embora essas moléculas sejam estruturalmente semelhantes.
Contudo, o impacto progndstico da expressdo das IAPs nos LDGCB centroblasticos ainda nao
foi avaliado. Além disso, ndo ha estudos elucidando a relagdo da expressdo das IAPs com

outros mecanismos de resisténcia nos LDGCB centroblasticos.

1.3 KI-67

A proteina conhecida como ki-67 € bastante peculiar e sua expressdo ¢ interpretada
como indicadora da proliferacdo celular em diversas neoplasias, sistemas fisioldgicos e de
resposta a injdrias (Endl e Gerdes, 2000; Scholzen e Gerdes, 2000). A ki-67 foi inicialmente
detectada pelo anticorpo monoclonal homdnimo produzido pela imuniza¢do de camundongos
com nucleos de uma linhagem celular de linfoma de Hodgkin, que reconhecia um antigeno
nuclear presente exclusivamente em células em proliferacdo (Gerdes et al., 1983). Logo em
seguida, foi observado que o antigeno em questdo estava presente durante todas as fases ativas
do ciclo celular (G1, S, G2, M), ausente apenas em células quiescentes ou saindo de GO para
entrar em G1, o que consolidou sua aplicabilidade como uma importante ferramenta na
determinacgdo da fracdo de células em proliferacdo em populacdes normais e tumorais (Gerdes
et al., 1984). Hoje se sabe que o anticorpo em questdo reconhece de fato uma proteina, cuja
seqiiéncia primdria foi inicialmente estimada através do DNAc correspondente (Gerdes et al.,

1991; Schluter et al., 1993). Como ndo demonstrou homologia por nenhum outro polipeptidio
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descrito nem havia sido identificada sua funcdo, a proteina foi nomeada ki-67, em referéncia
ao anticorpo que a identificou (Gerdes et al., 1991). Além disso, duas isoformas da proteina
sdo majoritariamente detectadas e possuem pesos moleculares estimados em 345 e 395 KDa.
As isoformas, resultantes de splicing alternativo do RNAm, diferem pela presenca ou
auséncia da regido codificada pelo exon 7 do seu gene (Schluter et al., 1993; Duchrow et al.,
1996; Scholzen e Gerdes, 2000).

Andlises da estrutura primdria demonstraram que a proteina ki-67 € uma grande
proteina com dois sinais de localizagdo nuclear e oito ‘“sinais de localizacdo nuclear
bipartidos” em potencial, o que condiz com sua deteccdo exclusivamente no nucleo, diversos
sitios de fosforilacdo potencialmente alvos das enzimas Proteina Kinase C, cdc2 Kinase, além
de dois sitios consensos de tirosina kinase, dois sitios de ligacdo a ATP/GTP em potencial, e
um dominio funcional, o FHA (ForkHead-Associated domain), que parece atuar em
interagdes proteina-proteina, estando envolvido no controle dos checkpoints do ciclo celular
(Hofmann e Bucher, 1995), embora seu mecanismo de funcionamento ainda ndo seja
totalmente compreendido. No entanto, a caracteristica mais notdvel da proteina ki-67 € a
presenga de uma regido com 16 elementos repetidos codificada por apenas um exon e
localizada na porcdo central de ambas as suas isoformas (Gerdes et al., 1991; Schluter et al.,
1993; Duchrow et al., 1996; Scholzen e Gerdes, 2000).

Até o presente, foram descritos homologos da proteina ki-67 humana apenas em
mamiferos, dentre eles roedores, rato-canguru (uma espécie marsupial), cachorro, cavalo,
ovelha, bem como em outros primatas. Além disso, ainda nio foram identificadas proteinas
correspondentes a ki-67 humana em invertebrados amplamente estudados como Xenopus e
Caenorhabditis, e ha somente alguns anos foram desenvolvidos Acs contra os equivalentes de
ki-67 em roedores. Deste modo, por muitos anos apds o seu descobrimento, ndo existiam

modelos experimentais que possibilitassem auxiliar no esclarecimento do papel da proteina
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ki-67 na fisiologia celular. Além disso, seu o grande peso molecular e sua alta suscetibilidade
a proteases dificulta ensaios bioquimicos em que a proteina precisa ser fixada e separada das
demais (Endl e Gerdes, 2000; Scholzen e Gerdes, 2000).

Devido aos dados obtidos a partir da sua estrutura primdria, também foi proposto que
os Acs disponiveis talvez reconhecam um antigeno inacessivel caso a proteina ki-67 sofra
modificacdes pods-translacionais ou se associe a outras proteinas ou a 4cidos nucléicos,
modificacdes estas que podem resultar em alteragdes em sua conformacido e/ou mascarar o
antigeno. Foi observado, por exemplo, que na presenga de fons de Cdlcio, a intensidade da
detec¢do da ki-67 € reduzida (Endl e Gerdes, 2000; Scholzen e Gerdes, 2000).

Por estes motivos, atualmente sua fung@o ainda € pouco compreendida.

Com todas as limita¢des, o que se sabe quanto a sua expressao € que o aumento na sua
intensidade de deteccdo observado durante a intérfase ndo pode ser explicado apenas pela sua
sintese durante este periodo uma vez que sua meia vida é relativamente curta (em torno de 60-
90 minutos). Além disso, em termos de localizagdo celular, a ki-67 é detectada em associagdo
a diversas estruturas nucleares em momentos diferentes do ciclo celular, o que pode estar
relacionado a existéncia de diversas variantes de splicing ou a modificagdes pds-translacionais
(Endl e Gerdes, 2000; Scholzen e Gerdes, 2000). Com relacdo a sua func¢do, ja foi possivel
observar que a injec@o de anticorpos anti-ki-67 diminui a taxa de divisdo celular em células
murinas (Starborg et al., 1996) e que o silenciamento do RNAm da ki-67 inibe a sintese de
DNA, a proliferacdo e resulta no aumento da taxa de apoptose em células provenientes de
varios tipos de tumor (Schluter et al., 1993; Kausch et al., 2003; Wang et al., 2008). Em
conjunto com as circunstincias de seu descobrimento, estes dados indicam que possua um
papel importante na progressdo e controle do ciclo celular (Endl e Gerdes, 2000; Scholzen e

Gerdes, 2000).
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Nos LNH, ha estudos que sugerem que uma grande fragdo de células em proliferacio
resulta em uma pior resposta ao tratamento (Miller et al., 1994). No entanto, outros estudos
obtiveram um resultado oposto, sugerindo que uma grande fracdo de células em proliferacio
resulta em um melhor progndstico (Wilson et al., 1997). Além disso, neste estudo, uma baixa
fracdo de células proliferando foi associado a uma alta expressdo de Bcl-2, embora a
expressdo de Bcl-2 ndo tenha tido impacto no progndstico.

Consistente com o primeiro caso dentre os LNH, nos linfomas foliculares, fracdes de
células em proliferacdo (indice de proliferacdo) maiores do que 40% foram associadas a uma
menor sobrevida (Martin et al., 1995). Ja nos linfomas de Burkitt, o indice de proliferacdo
observado na quase totalidade dos casos é proximo a 100% e € utilizado como uma
ferramenta para diferencid-los dos LDGCB, nos quais o indice de proliferacdo observado na
maioria dos casos € proximo ao dos linfomas foliculares (Jaffe et al., 2001; Rosenwald e Ott,
2008).

No tocante a resposta ao tratamento, alguns estudos apontaram para um valor
progndstico negativo de altos indices de proliferacdo (Grogan et al., 1988), enquanto outros
observaram o oposto, como no caso dos LNH (Jerkeman et al., 2004). No entanto, ha poucos
estudos correlacionando a expressdo da proteina utilizada como indicadora de proliferagao,
ki-67, com a expressdo de outras proteinas associadas a falha do tratamento e seu impacto no
prognostico dos LDGCB. Além disso, nao ha dados sobre o valor prognéstico da expressao de

ki-67 especificamente nos LDGCB centroblasticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Determinar o impacto progndstico da expressdo e da localizagdo subcelular de proteinas

envolvidas na resisténcia a apoptose em LDGCB centrobléasticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a freqiiéncia de expressdo das proteinas XIAP e survivina nas células de

LDGCB;

e Determinar a localizacao subcelular de XIAP e survivina nos LDGCB;

e Verificar o padrdo de co-expressdo das proteinas XIAP, survivina, p53, Bcl-2 e ki-67

nos LDGCB;

e Correlacionar a expressdo das proteinas XIAP, survivina, p53, Bcl-2 e ki-67, bem
como a localizagdo subcelular de XIAP e de survivina, com dados de resposta ao tratamento

dos pacientes com LDGCB centroblésticos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS DE PACIENTES

As amostras dos pacientes (IAminas de blocos de parafina de exame histopatolégico)
foram obtidas através de parceria cientifica entre a Divisdo de Anatomia Patoldgica e o
Laboratério de Hematologia Celular e Molecular (LHCM). Todas as ldminas foram revistas
por um médico patologista para confirmagdo do diagnéstico (feito com base nos critérios
definidos pela classificacdo da Organizagdo Mundial da Satde (Jaffe et al., 2001)). Os
prontudrios, de um total de 148 pacientes com LDGCB registrados no Servico de
Hematologia do INCA entre 1980 e 1996, foram revistos para coleta de informacdes
demogrificas e clinicas. Destes, 76 preencheram os critérios de inclusdo para participacio no
estudo (idade superior a 18 anos e disponibilidade de dados de acompanhamento clinico,
incluindo resposta terapéutica). Os dados demogréficos (género, etnia e idade), as
caracteristicas clinicas na apresentacdo inicial da doenga (subtipo morfoldgico, local de
acometimento, estadiamento de Ann Arbor e IPI), a evolucdo e a resposta ao tratamento
(sobrevida livre de progressio — SLP — e SG) foram obtidos por médicos dos Servigcos de
Oncologia e de Hematologia do Hospital do Cancer I (HCI), através da andlise dos

prontudrios arquivados no arquivo médico do HCI.

3.2 AVALIACAO DOS DADOS CLINICOS

Foram determinados o estadiamento de Ann Arbor e o IPI. Os indices determinados

pelo IPI foram discriminados em baixo risco (agrupando os pacientes com risco baixo e

baixo-intermedidrio) e alto risco (agrupando os pacientes com risco alto-intermedidrio e alto).
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Para avalia¢do de cada fator na resposta ao tratamento, foram adotados os parametros
SLP e SG. A SLP foi determinada avaliando-se o periodo compreendido entre a resposta
inicial ao tratamento até a recaida, progressdo da doenca ou conclusdo do estudo. A SG foi
determinada avaliando-se o periodo de tempo entre o diagndstico até o tltimo evento (6bito,

perda de acompanhamento ou conclusdo do estudo).

3.3 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA DA EXPRESSAO DAS IAPS

Cortes histologicos (na espessura de trés pm) provenientes de material tumoral
emblocado em parafina e aderidos a laminas foram utilizados para realizacdo da deteccdo
imunohistoquimica da expressdo das IAPs survivina e XIAP, além de p53, Bcl-2 e Ki-67
(previamente realizados). Esta técnica foi adaptada do protocolo do servico rotineiro de
diagnéstico da DIPAT e foi padronizada no LHCM. Seu processo consistiu das seguintes
etapas: desparafinizacdo e reidratacdo, recuperacdo antigénica, bloqueio da peroxidase
enddgena, bloqueio de liga¢des inespecificas, incubagdo com anticorpo primadrio, detecgdo da
marcagdo, revelacdo com cromdgeno, contracoloracio com Hematoxilina de Harris e
montagem das laminas.

As amostras de tumor foram desparafinizadas através de imersdo em banhos de xileno
P.A. (pureza minima 99% - Vetec®) (um de 5 minutos e mais dois de 10 minutos cada) e
rehidratadas através de imersdo em banhos de etanol P.A. (pureza minima 99,8% - Merck®)
(quatro banhos, cada um com um minuto de duracdo), seguida de lavagem em agua corrente
por 5 minutos. Em seqiiéncia, as amostras foram submetidas & recuperacdo antigénica em
Tampdo Citrato de Sédio 10 mM pH 6,0 por 30 minutos a 98 °C em steamer (Arno®)
(survivina, XIAP e Bcl-2) ou em panela de pressdo por 2 minutos cronometrados apds o inicio

da pressurizag@o (p53 e ki-67). ApOs a recuperag@o antigénica, as amostras foram resfriadas
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por 10 minutos a temperatura ambiente ainda imersas no tampdo e depois lavadas por 5
minutos em dgua corrente. Apds este processo, as amostras foram lavadas em Tampao Tris
Salino (TBS) (0.05M Tris Base, 0,9% NaCl) pH 7.6 trés vezes por 5 minutos. Para maximizar
e homogeneizar o contato dos reagentes com as amostras, o contorno dos tecidos foi marcado
com uma caneta cuja tinta hidrofébica (PapPen — Dako®) delimita a drea de aplicacéo e
localizacdo dos reagentes utilizados na técnica. Em seguida, foi realizado o bloqueio da
peroxidase enddgena através da incubacdo das amostras com perdxido de hidrogénio 3% por
20 minutos. Apds este processo, as amostras foram banhadas em dgua destilada e lavadas em
TBS pH 7.6 trés vezes por 5 minutos. Logo apds, foi realizado um bloqueio para prevenir
ligacdes inespecificas através da incubacdo das amostras com uma solugdo de bloqueio
contendo leite em p6 desnatado a 2%, albumina sérica bovina fracio V (BSA) a 2,5% e soro
fetal bovino a 8% por 30 minutos. A seguir, removido o excesso da solucdo de bloqueio, as
amostras foram incubadas com anticorpo primario anti-survivina 1:800 (S8191 — Sigma®),
anti-XIAP 2,5 ng/uL (1:400) (X4503 — Sigma®), anti-p53 1:200 (clone DO7 — Dako®), anti-
Bcl-2 1:100 (clone 124 Dako®) ou anti-ki-67 1:50 (MIB-1) a 4 °C overnight. Os anticorpos
primdrios foram diluidos em uma solu¢do contendo azida sédica a 0,18%, BSA a 0,1% em
TBS. No controle negativo, apenas a solucio diluente dos anticorpos foi aplicada no material.

Apés a incubacdo com o anticorpo primdrio, as amostras foram banhadas em 4gua
destilada e lavadas em TBS pH 7.6 trés vezes por 5 minutos. Em seguida, foram incubadas
com o anticorpo secunddrio conjugado a biotina (LSAB2" - Dako®) por 30 minutos,
banhadas em dgua destilada e lavadas em TBS pH 7.6 trés vezes por 5 minutos. Depois foram
incubadas com o ligante de biotina, streptavidina, conjugada a uma peroxidase (HRP) por
mais 30 minutos, banhadas em dgua destilada e lavadas em TBS pH 7.6 trés vezes por 5
minutos. Em seqiiéncia, para visualizacdo da marcacdo, as amostras foram incubadas com o

cromégeno tetracloro 3,3 diaminobenzidina (DAB) (substrato da HRP, convertido por ela em
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um metabdlito acastanhado) a 10 uL por mL de tampdo diluente (1:100) por no méximo 2
minutos e lavadas em 4dgua corrente por 5 minutos. Posteriormente, as amostras foram
incubadas em Hematoxilina de Harris (HH) por 20 segundos para uma discreta
contracoloragdo e lavadas em dgua corrente por mais 5 minutos. Por fim, as amostras foram
desidratadas através de imersdo em quatro banhos de etanol P.A. seguidos por quatro banhos
de xileno P.A. por um minuto cada e a cada laminas foi aderida uma laminula com balsamo
de Damar, permitindo visualiza¢cdo em microscopio.

A quantificacdo da marcagdo foi feita por anélise de 10-20 campos com aumento de 40
vezes em microscopio Optico. Inicialmente, foram considerados negativos os casos que nao
apresentaram marcagdo ou com percentual de células tumorais positivas inferior a 5% e
positivos 0s que apresentaram marcacdo superior a 5%. Posteriormente, foram considerados
pontos de corte alternativos para positividade para XIAP (20%) e Ki-67 (>20 e >60%). Além
disso, foram definidas gradacdes com relacdo a intensidade da marcacdo acastanhada
produzida pela metabolizacdio do DAB: fracamente positivos (+), moderadamente positivos
(++) ou intensamente positivos (+++). A andlise foi realizada por um médico patologista sem
conhecimento das caracteristicas clinicas e demogréficas dos pacientes. As fotografias foram
feitas em um microscépio Nikon Eclipse E200 ligado a um sistema de digitaliza¢do Digital
Sight conectado a um computador e as imagens foram captadas no programa NIS-Elements F

2.30.

3.4 OBTENCAO DE DADOS LABORATORIAIS DE ESTUDO ANTERIOR

A expressdo de p53, Bcl-2 e ki-67 foi analisada através da revisd@o de laminas com

cortes histolégicos do material tumoral aderidos submetidas a imunohistoquimica para
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detec¢do dessas proteinas. O estudo realizado anteriormente incluiu o presente grupo de

pacientes com LDGCB em uma série de pacientes com LNH (Maia et al., 1998).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As comparagdes entre os grupos para cada caracteristica demogréfica e clinica foram
realizadas através do teste de chi-quadrado. As curvas de sobrevida (SLP e SG) para os
grupos de caracteristicas demogréficas, clinicas e de expressdo das proteinas em estudo foram
desenvolvidas pelo método de Kaplan-Meier. A comparacdo entre as curvas para cada
caracteristica foi realizada através de andlise univariada com o teste de Log-rank. A andlise
multivariada para identificar os fatores progndsticos independentes foi realizada pelo modelo
de riscos proporcionais de Cox. Utilizando-se um intervalo de confianca de 95%, as
diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05. As andlises foram realizadas no

programa SPSS 17.0.
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4 RESULTADOS

4.1 DADOS CLINICOS, DEMOGRAFICOS E DE RESPOSTA AO TRATAMENTO DOS

PACIENTES COM LDGCB

Um total de 76 casos de LDGCB foi selecionado para o estudo. Com relacido aos
dados clinicos, 69 de 76 pacientes foram classificados como subtipo Centrobléstico, 5 como
Imunoblastico e em 2 casos ndo foi possivel estabelecer a classificacio morfoldgica
(p<0,001). Quanto ao local de acometimento, em 42 casos o linfoma era nodal, em 14 era
extranodal e em 20 havia comprometimento de multiplos sitios (p<0,001). Para a varidvel
estadiamento, foram observados 23/76 casos no estagio I, 23/76 no estdgio II, 15/76 no
estdgio III e 15/76 no estdgio IV. Embora tenha ocorrido maior freqii€éncia de pacientes com
estagios mais disseminados da doenga, ndo houve diferenca significativa entre a freqii€ncia
dos diferentes estdgios de LDGCB ao diagnéstico (p=0,338). Com relacdo ao nivel de LDH,
houve maior freqiiéncia de pacientes com LDH até o limite madximo do nivel normal (480
UI/L), denominada LDH normal (52/75), do que pacientes com LDH acima do nivel normal,
denominada LDH aumentada (23/75) (p=0,001). O IPI foi discriminado em alto (39/76) e
baixo (37/76) e ambos apresentaram freqiiéncias semelhantes (p=0,908).

Com relagdo aos dados demograficos, a freqiiéncia dos géneros foi de 47/76 para o
masculino e 29/76 para o feminino. A maior prevaléncia do género masculino foi significativa
(p=0,047). A freqiiéncia das etnias foi significativamente diferente com 54/80 de brancos e
22/80 de ndo-brancos (p<0,001). Com relagdo a idade, foram determinadas as categorias (1)
pacientes com até 40 anos (11/76), (2) pacientes com 41 a 60 anos (34/76) e (3) pacientes com

mais 60 anos (31/76). A menor freqiiéncia de pacientes com até 40 anos foi significativa
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(p=0,002). A Tabela 1 mostra as freqii€ncias observadas dos dados clinicos e demogréficos

na série de LDGCB analisada.

Tabela 1: Freqiiéncia dos dados clinicos e demograficos avaliados na série de 76 casos de LDGCB em estudo.

Numero de Pacientes p.

Subtipo morfolégico:

Centroblastico 69

Imunobléstico 5 <0,001

Nao-classificados 2
Local de acometimento*:

Nodal 42

Extranodal 14 <0,001

Muiltiplos sitios 20
Estadiamento:

Estagio I 23

Estagio I1 23

Estagio III 15 0,338

Estdgio IV 15
LDH

Normal 52

Aumentada 23 0,001
IPI:

Baixo 39

Alto 37 0,908
Género:

Feminino 29

Masculino 47 0,047
Etnia:

Brancos 54

Nao-Brancos 22 <0,001
Idade:

Até 40 anos 11

41 a 60 anos 34 0,002

Acima de 60 anos 31

*na ocasido do diagndstico; IPI= indice prognéstico internacional; a diferenca foi considerada significativa
quando p<0,05.

Com relagdo a resposta ao tratamento, os pacientes foram estratificados em grupos de
acordo com o subtipo de LDGCB e o protocolo de tratamento ao qual foram submetidos. O
tempo mediano de acompanhamento clinico (SG) dos 76 pacientes com LDGCB estudados
foi de 23 meses (1-95). A mediana de SLP foi de 10,5 meses (0-95). A probabilidade de SLP
em oito anos foi de 22,6% (EP=6,8%) e a de SG foi de 19,1% (EP=10,3%) (Figura 2 e Tabela

2).
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Figura 9: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdao (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 76 pacientes com LDGCB
estudados. PS: Probabilidade de sobrevida. A censura para SLP foi a recaida e para a SG foi o 6bito.
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Tabela 2: Acompanhamento clinico e resposta ao tratamento dos diferentes grupos de LDGCB analisados.

Série n Mediana* SLP EP **p.= Mediana* SG EP *¥p.=
(Intervalo) (%) (%) (Intervalo) (%) (%)

Pacientes com LDGCB arrolados 76 10,5 22,6 6,8 23 19,1 10,3
no estudo (0-95) (1-95)
Pacientes com LDGCB tratados 65 10,5 25,5 9,1 23 220 11,8
com CHOP (0-91) (191
Pacientes com LDGCB 58 10,5 24,5 8,9 24,5 22,3 12,0
centrobldstico tratados com CHOP (0-91) 0253 (3-91) 0.066
Pacientes com LDGCB 5 9 20,0 17,9 7 23 20,0 179 7

imunobldstico tratados com CHOP (0-30) (10-30)

n: numero de casos da amostra; SLP: Sobrevida livre de progressdo da doenca; SG: Sobrevida global; EP: Erro
padrdo. *tempo em meses. **a diferenca foi considerada significativa quando p<0,05.

Excluindo dos 76 casos analisados os 11 que foram tratados com protocolos
alternativos ao CHOP, obteve-se a resposta especifica a este protocolo de tratamento. Assim,
o tempo mediano de acompanhamento clinico (SG) dos 65 pacientes com LDGCB tratados
com o protocolo CHOP foi de 23 meses (1-91). A mediana de SLP foi de 10,5 meses (0-91).
A probabilidade de SLP em oito anos foi de 25,5% (EP=9,1%) e a de SG foi de 22,0%
(EP=11,8%) (Tabela 2).

Estratificando os pacientes de acordo com o subtipo de LDGCB, dos 65 casos tratados
com CHOP, dois casos em que ndo foi possivel determinar o subtipo foram excluidos. Dos
demais 63, 58 eram do subtipo centroblastico e cinco eram do subtipo imunoblastico. O
tempo mediano de acompanhamento clinico (SG) dos 58 pacientes com LDGCB
centroblastico tratados com CHOP foi de 24,5 meses (3-91). A mediana de SLP foi de 10,5
meses (0-91). A probabilidade de SLP em oito anos foi de 24,5% (EP=8,9%) e a de SG foi de
22,3% (EP=12%) (Tabela 2).

Para os cinco pacientes com LDGCB imunobléstico tratados com CHOP, o tempo
mediano de acompanhamento clinico (SG) foi de 23 meses (10, 14, 23, 24 e 30 meses). A
probabilidade de SLP foi de 20,0% (EP=17,9%) e a de SG foi de 20,0% (EP=17,9%) em um

segmento de 30 meses. Embora a diferenga entre a resposta ao tratamento dos subtipos de
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LDGCB ndo tenha apresentado significincia estatistica com relagdo a SLP (p=0,253) (Figura
3a), houve uma tendéncia no tocante a SG (p=0,066) de que o subtipo centrobldstico tivesse

uma resposta melhor do que o imunoblastico (Figura 3b e Tabela 2).
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Figura 10: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 63 pacientes com LDGCB
com relacdo aos subtipos histoldgicos centrobldstico versus imunobldstico. PS: Probabilidade de
sobrevida. A censura para SLP foi a recaida e para a SG foi o 6bito. A diferenga foi considerada
significativa quando p<0,05.
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Em seguida, foi analisado o impacto das caracteristicas clinicas e demograficas na SLP
e na SG dos 58 pacientes com LDGCB centroblastico tratados com CHOP. Isoladamente, o
estadiamento de Ann Arbor (SLP: p=0,317; SG: p=0,722) (Figura 4), o género (SLP:
p=0,552; SG: p=0,891) (Figura 5) e a etnia (SLP: p=0,855; SG: p=0,793) (Figura 6) nido

tiveram impacto na resposta ao tratamento dos LDGCB analisados (Tabela 3).

Tabela 3: Impacto das caracteristicas clinicas e demograficas na SLP e na SG dos 58 pacientes com LDGCB
centrobldstico tratados com CHOP.

n  SLP(%) EP(%) *p= SG(%) EP(%) ‘*p=

Estadiamento:

Estagio I 14 26,1 14,2 58,2 15,0

Estagio I1 21 42,1 11,5 0,327 51,6 11,7 0,722

Estagio III 11 0 14,2 0 15,0

Estagio IV 11 0 11,7 0 17,3
LDH:

Normal 41 38,0 8,2 53,1 8,7

Aumentada 17 0 11,9 0,187 0 13,4 0,078
Idade:

Até 40 anos 8 37,5 17,1 50,0 17,7

41 a 60 anos 27 423 14,3 0,020 31,9 23,2 0,070

Acima de 60 anos 22 6,3 6,1 0 14,3
Idade:

Até 60 anos 34 40,2 17,5 39 13

Acima de 60 anos 22 6,3 6,1 0,029 0 14,3 0,016
Género:

Masculino 32 15,4 11,7 0 19,3

Feminino 24 36,9 12,1 0,552 40,2 13,0 0,891
Etnia:

Brancos 41 29,9 8.8 21,7 16,3

Nao-brancos 16 20,5 15,8 0.855 26,9 20,1 0,793
IPI

Baixo 30 425 10,1 63,2 10,0

Alto 27 0 04 0064 0 110 0006

n: numero de casos da amostra; SLP: Sobrevida livre de progressdo da doenca; SG: Sobrevida global; EP: Erro
padrdo. LDH: desidrogenase lactica; IPI: indice de prognéstico internacional. *a diferenca foi considerada
significativa quando p<0,05.
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Figura 11: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobléstico tratados com CHOP com relacdo ao estadiamento. PS: Probabilidade de sobrevida. A
censura para SLP foi a recaida e para a SG foi o 6bito. A diferenca foi considerada significativa
quando p<0,05.
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Figura 12: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobléstico tratados com CHOP com relagdo ao género. PS: Probabilidade de sobrevida. A censura
para SLP foi a recaida e para a SG foi o 6bito. A diferenga foi considerada significativa quando

p<0,05.
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Figura 13: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobléstico tratados com CHOP com relacdo a etnia. PS: Probabilidade de sobrevida. A censura
para SLP foi a recaida e para a SG foi o 6bito. A diferenga foi considerada significativa quando

p<0,05.



61

Posteriormente, quando os pacientes foram estratificados em dois grupos com relacio
a idade, os pacientes acima de 60 anos apresentaram uma pior resposta ao tratamento (SLP:
6,3% EP=6,1% e SG: 0% EP= 14,3%) do que os com menos de 60 anos (SLP: 40,2%
EP=17,5% p=0,029 e SG: 39,0% EP=13,0% p=0,016) (Tabela 3 e Figura 7). No entanto,
quando separado o grupo com menos de 60 anos em pacientes com até 40 anos e pacientes
entre 40 e 60 anos, a SLP dos dois grupos (SLP: 37,5 EP=17,1% e SLP: 42,3% EP=14,3%,
respectivamente) se manteve significativamente discrepante do grupo com mais de 60 anos
(SLP: 6,3% EP=6,1% p=0,020) (Figura 8a), mas o impacto da idade na SG passou a aparecer
apenas na forma de uma tendéncia (p=0,070) (Tabela 3 e Figura 8b).

Ja o nivel de LDH nio teve impacto na SLP (LDH normal: 38,0% EP=8,2%; LDH
aumentada: 0% EP=11,9%; p=0,187), mas houve uma tendéncia aos pacientes com nivel
normal obterem uma melhor SG do que os pacientes com LDH acima do normal (LDH
normal: 51,3% EP=8,7%; LDH aumentada: 0% EP=13,4%; p=0,078) (Tabela 3 e Figura 9).
Com relacdo ao IPI, os pacientes com IPI baixo apresentaram melhor SG (IPI baixo: 63,2%
EP=10,0%; IPI alto: 0% EP=11,0%; p=0,006) e uma tendéncia a melhor SLP do que os
pacientes com IPI alto (IPI baixo: 42,5% EP=10,1%; IPI alto: 0% EP=9,4%; p=0,064)

(Tabela 3 e Figura 10).
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Figura 14: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobléstico tratados com CHOP com relagdo a idade estratificando-se em dois grupos. PS:
Probabilidade de sobrevida. A censura para SLP foi a recaida e para a SG foi o 6bito. A diferenca foi

considerada significativa quando p<0,05.
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Figura 15: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobléstico tratados com CHOP com relagdo a idade estratificando-se em trés grupos. PS:
Probabilidade de sobrevida. A censura para SLP foi a recaida e para a SG foi o 6bito. A diferenga foi
considerada significativa quando p<0,05.
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Figura 16: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobléstico tratados com CHOP com relacdo ao nivel de LDH. PS: Probabilidade de sobrevida. A
censura para SLP foi a recaida e para a SG foi o 6bito. A diferenca foi considerada significativa
quando p<0,05.
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Figura 17: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobléstico tratados com CHOP com relacgdo ao IPI. PS: Probabilidade de sobrevida. A censura para
SLP foi a recaida e para a SG foi o ébito. A diferenca foi considerada significativa quando p<0,05.
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Por outro lado, na andlise multivariada, a idade e o nivel de LDH perderam o valor
prognéstico apresentado quando os fatores foram analisados isoladamente (p=0,668 e
p=0,684) e apenas o IPI teve impacto independente na SG dos 58 pacientes com LDGCB

centroblastico analisados (p=0,014) (Tabela 4).

Tabela 4: Andlise multivariada pelo modelo de regressdo de Cox do impacto dos fatores clinicos e demograficos
na sobrevida livre de progressdo e da sobrevida global dos 58 pacientes com LDGCB centrobldstico analisados.

Referéncia Sobrevida Livre de Progressao Sobrevida Global
RR IC 95% *p= RR IC 95% *p=

Género: Masculino

Feminino 0,853 0,414-1,755 0,665 1,123  0482-2,619 0,787
Etnia Brancos

Nao-brancos 0,530 0,216-1,298 0,165 0,664 0,247 - 1,784 0,417
Idade 1,010 0,981-1,040 0498 1,007 0,973-1,042 0,688
Estadiamento Estagio 1

Estdgio 2 0,579 0206 - 1,622 0,298 1383 0373-5129 0,627

Estigio 3 0291  0077-1,097 0,068 0563 0,133-2,391 0437

Estdgio 4 0,664  0201-2,187 0,500 0494 0,124-1971 0318
IPI Baixo

Alto 0,401 0,132-1,221 0,108 0,185  0,048-0,715 0,014
LDH Normal

Aumentada 0,946 0,392-2,285 0902 1,232  0451-3362 0,684

RR: Risco relativo; IC: Intervalo de confianga; LDH: desidrogenase lactica; IPI: indice de prognéstico
internacional. *a diferencga foi considerada significativa quando p<0,05.

4.2 EXPRESSAO DAS PROTEINAS XIAP, SURVIVINA, P53, BCL-2 E KI-67 NAS

CELULAS DE LDGCB

Os cortes histoldgicos com amostras do tumor foram analisados, para a expressdo das
proteinas XIAP, survivina, p53, Bcl-2 e ki-67 nas células tumorais. A expressdao de todas as
proteinas analisadas variou de completamente ausente a presente em quase todas das células
tumorais. Com relacdo a intensidade da marcacdo, houve alguma variacdo entre os casos
positivos para cada proteina (+ ou +++), mas, de modo geral, apresentou-se homogénea (++).

Para as andlises iniciais, foram considerados positivos os casos em que mais de 5% das



67

células tumorais apresentaram expressdo da proteina analisada. Em quatro casos, nao foi
possivel determinar a expressdo de p53 e Bcl-2 e em oito casos néo foi possivel determinar a
expressdo de ki-67. As freqiiéncias de positividade para cada proteina foram: 31,6% dos casos
para XIAP, 21% para survivina, 20,8% para p53, 12,5% para Bcl-2 e 58,8% para ki-67. Os

resultados observados para cada proteina estio descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Distribuicio dos 76 casos de LDGCB com relag@o a expressio das proteinas analisadas.

Proteina Casos Positivos*  Casos Negativos In detgjril(i)lsla dos F;zgﬁje\tli?: dcée
XIAP 24 52 0 31,6%
Survivina 16 60 0 21%
p53 15 57 4% 20,8%
Bcl-2 9 63 4% 12,5%
Ki-67 40 68 g** 58,8%

*Foram considerados positivos os casos em que a expressdo de determinada proteina foi detectada em mais de
5% das células tumorais. **Em quatro casos, ndo foi possivel avaliar a expressao de p53 e Bcl-2 e em oito, a de
ki-67.

As freqiiéncias de positividade de XIAP, survivina, p53, Bcl-2 e ki-67 também foram
determinadas nos 58 casos de LDGCB centroblasticos tratados com CHOP. As freqii€ncias
observadas foram de 32,8% dos casos para XIAP, 24,1% para survivina, 19,3% para p53,

12,3% para Bcl-2 e 63,6% para ki-67 (Tabela 6), de maneira semelhante as freqii€ncias

observadas na série de LDGCB completa (76 casos) (Tabela 5).

Tabela 6: Distribui¢ao dos 58 casos de LDGCB centrobléstico tratados com CHOP com relag@o a expressdo das
proteinas analisadas.

. .. . Casos Freqiiéncia de
*

Proteina Casos Positivos Casos Negativos Indeterminados positividade
XIAP 19 39 0 32,8%
Survivina 14 44 0 24.1%
pS3 11 46 1% 19,3%
Bcl-2 7 50 1% 12,3%
Ki-67 35 20 3k 63,6%

*Foram considerados positivos os casos em que a expressido de determinada proteina foi detectada em mais de
5% das células tumorais. **Em um caso, ndo foi possivel avaliar a expressdo de p53 e Bcl-2 e em trés, a de ki-
67.



68

4.3 LOCALIZACAO SUBCELULAR DAS PROTEINAS XIAP E SURVIVINA NOS

LDGCB

No tocante a localizac@o subcelular a expressdo de XIAP foi detectada exclusivamente
no nucleo das células tumorais, nos 24 casos considerados positivos (Figura 11a). Em apenas
dois casos, a expressdo da XIAP foi detectada exclusivamente no citoplasma. Por outro lado,
a expressdo de survivina foi detectada exclusivamente no citoplasma nos 16 casos
considerados positivos (Figura 11b). Em apenas uma amostra a expressdo de survivina foi
detectada exclusivamente no nucleo. As demais proteinas apresentaram o padrio esperado de
expressdo no nucleo (p53 e ki-67) ou no citoplasma (Bcl-2). No tnico caso onde a survivina
foi detectada no nicleo, ndo se observou expressdao de XIAP no citoplasma. Nos dois casos
em que a XIAP foi detectada no citoplasma, ndo foi observada expressdo de survivina no
ndcleo. Para fins de andlise comparativa com os dados clinicos e demogréficos, estes trés
casos foram considerados negativos para as respectivas proteinas cujo padrdo de expressdo
diferiu do observado nos demais. Além disso, 0s casos em que ndo foi possivel determinar a
expressao de alguma proteina foram excluidos das andlises relativas a proteina em questao.

Em paralelo, foi observado que a expressdo de XIAP foi preponderante nas células
maiores e menos diferenciadas (centroblastos) em relagdo as células menores e
morfologicamente mais homogéneas (imunoblastos) (Figura 1la e 6e), mesmo entre as
células do mesmo caso (Figura 11a). Por outro lado, o mesmo ndo foi observado com relacio
a expressdo de survivina que, quando presente, era visualizada tanto nos centroblastos quanto

nos imunoblastos tumorais (Figura 11b).
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Figura 18: Deteccdo por imunohistoquimica da expressdo de X
citoplasma (b) das células de LDGCB. Como controles positivos, foram utilizados cortes histolégicos
de mucosa estomacal sabidamente positiva para ambas as proteinas XIAP (c) e survivina (d). A
aparéncia em termos de coloragdo de um tumor negativo para XIAP (e) ou para survivina (f) é
semelhante a do controle negativo, em que o anticorpo foi omitido (g). Seta vermelha: centroblasto;
seta preta: imunoblasto.
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4.4 CO-EXPRESSAO DAS PROTEINAS XIAP, SURVIVINA, P53, BCL2 E KI-67 NOS

LDGCB

Nos 69 casos de LDGCB centroblasticos estudados, foi analisado se as proteinas em
estudo apresentaram padrdes de co-expressdo. Para isso, foi realizada uma sobreposicdo dos
casos positivos (corte de positividade em 5% de células tumorais imunomarcadas) e negativos
para cada duas proteinas. Ndo foi observado qualquer tipo de correlagdo na expressdo de
nenhuma dupla de proteinas. Por este motivo e devido a alocacdo de pequenos nimeros de
casos em cada casela, ndo se fez aplicdvel o uso do teste estatistico adequado para determinar
a significancia das correlagdes. A Tabela 7 exibe o perfil de expressdo de cada uma das

proteinas analisadas para cada caso estudado, numerados em ordem de matricula.
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Tabela 7: Comparacgdo da expressio das proteinas XIAP, survivina, p53, Bcl-2 e ki-67 nos 69 casos de LDGCB
centrobldsticos em estudo.

Numero da Amostra p33 Bcl2 MIB XIAP Survivina
1 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
2 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
3 Negativo Positivo Negativo Negativo
4 Positivo Negativo Negativo Positivo Negativo
5 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
6 Negativo Negativo
7 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
8 Positivo Negativo Negativo Negativo
9 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
10 Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo
11 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

12 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
13 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
14 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
15 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
16 Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo
17 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
18 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
19 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
20 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
21 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
22 Negativo Negativo
23 Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo
24 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
25 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
26 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
27 Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
28 Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo
29 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
30 Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo
31 Positivo Negativo Positivo Negativo Negativo
32 Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo
33 Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo
34 Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
35 Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo
36 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
37 Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo
38 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
39 Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo
40 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
41 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
42 Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo
43 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
44 Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo
45 Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo
46 Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo
47 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
48 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
49 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
50 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
51 Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo
52 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
53 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
54 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
55 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
56 Positivo Negativo Negativo Positivo Negativo
57 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
58 Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo
59 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
60 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
61 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
62 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
63 Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo
64 Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo
65 Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo
66 Positivo Negativo Negativo Positivo
67 Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo
68 Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo
69 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Obs: Em branco os casos em que a expressdo da proteina correspondente ndo pode ser determinada.
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4.5 CORRELACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS XIAP, SURVIVINA, P53, BCL2

E KI-67 COM A RESPOSTA AO TRATAMENTO NOS LDGCB CENTROBLASTICOS

Dos 76 casos analisados, 11 casos foram tratados com protocolos alternativos ao
CHOP, cinco eram do subtipo imunobléstico e para dois casos ndo foi possivel estabelecer a
classificagdo morfoldgica. De modo a tornar o grupo analisado o mais homogéneo possivel e
assim evitar a interferéncia de fatores como diferentes tratamentos e padrdes bioldgicos
tumorais, a relacdo da expressdo das proteinas XIAP, survivina, p53, Bcl-2 e ki-67 com a
resposta ao tratamento, na figura dos pardmetros probabilidade de SLP e de SG em oito anos,
foi investigada apenas nos 58 casos da variante centrobldstica para os quais o protocolo
CHOP foi empregado.

Foram confeccionadas as curvas de sobrevida (SLP e SG) do grupo de 58 pacientes
(Figura 12), bem como as curvas dos diferentes grupos relacionados a expressido de cada uma
das proteinas XIAP (Figura 13), survivina (Figura 14), p53 (Figura 15), Bcl-2 (Figura 16) e
ki-67 (Figura 17), de acordo com o método de Kaplan-Meier. Além disso, foi empregado o
teste de Log-rank para avaliar a significancia da diferenca entre as curvas dos grupos positivo
e negativo para cada proteina. As correlacdes entre a expressdo de cada proteina e a SLP e a

SG estéo exibidas respectivamente nas Tabelas 8 e 9.
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Figura 19: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobléstico tratados com CHOP. PS: Probabilidade de sobrevida. A censura para SLP foi a recaida
e para a SG foi o 6bito.
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Figura 20: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobléstico tratados com CHOP positivos ou negativos para expressao de XIAP. PS: Probabilidade
de sobrevida. A censura para SLP foi a recaida e para a SG foi o 6bito. A diferenca foi considerada

significativa quando p<0,05.
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Figura 21: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobldstico tratados com CHOP positivos ou negativos para expressdo de survivina. PS:
Probabilidade de sobrevida. A censura para SLP foi a recaida e para a SG foi o 6bito. A diferenca foi

considerada significativa quando p<0,05.
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Figura 22: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobléstico tratados com CHOP positivos ou negativos para expressao de pS3. PS: Probabilidade de
sobrevida. A censura para SLP foi a recaida e para a SG foi o 6bito. A diferenca foi considerada

significativa quando p<0,05.
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Figura 23: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobléstico tratados com CHOP positivos ou negativos para expressdo de Bcl-2. PS: Probabilidade
de sobrevida. A censura para SLP foi a recaida e para a SG foi o 6bito. A diferenca foi considerada
significativa quando p<0,05.
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Figura 24: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobléstico tratados com CHOP positivos ou negativos para expressdo de ki-67. PS: Probabilidade
de sobrevida. A censura para SLP foi a recaida e para a SG foi o 6bito. A diferenca foi considerada

significativa quando p<0,05.
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Tabela 8: Correlagdo da expressdo das proteinas XIAP, survivina, p53, Bcl-2 e ki-67 com a SLP nos 58 casos de
LDGCB centroblasticos tratados com CHOP.

XIAP
Survivina
pS3
Bcl-2
Ki-67

Probabilidade de SLP em oito anos

Casos positivos Erro Padrio Casos negativos Erro Padrio *n.=
31,5% 12,8% 22,1% 10,7% 0,923
50,0% 13,4% 24,4% 9,4% 0,362
30,3% 14,6% 22,0% 10,4% 0,647

0% 18,7% 25,4% 9.2% 0,513
32,2% 10,2% 17,6% 10,1% 0,920

*Teste de Log-rank. A diferenca foi considerada significativa quando p<0,05. SLP: Sobrevida livre de
progressdo da doenca.

Tabela 9: Correlacdo da expressdo das proteinas XIAP, survivina, p53, Bcl-2 e ki-67 com a SG nos 58 casos de
LDGCB centrobldsticos tratados com CHOP.

XIAP
Survivina
pS3
Bcl-2
Ki-67

Probabilidade de SG em oito anos

Casos positivos Erro Padrio Casos negativos Erro Padrio *n.=
52,1% 13,7% 21,7% 11,9% 0,689
40,0% 13,9% 24,1% 13,0% 0,173
33,3% 17,2% 15,7% 13,3% 0,504
71,4% 17,1% 13,9% 11,7% 0,322
27,0% 19,7% 0% 17,8% 0,963

*Teste de Log-rank. A diferenca foi considerada significativa quando p<0,05. SG: Sobrevida global.

Como a expressdo de nenhuma das proteinas analisadas se correlacionou com a SLP

(Tabela 8) ou com a SG (Tabela 9) em oito anos para um valor de corte de positividade de 5%

de células tumorais positivas, foram testadas maiores fracdes minimas de células tumorais

imunomarcadas para XIAP e ki-67 como valores de corte alternativos. Para isso, foram

levados em consideragdo os padrdes de distribuicdo de porcentagem de células positivas

observados nos tumores para ambas as proteinas. No caso da survivina, da p53 e da Bcl-2, ndo

foi possivel testar um corte para positividade maior do que 5% das células tumorais

imunomarcadas nem realizar andlise com estratificacdo, pois os grupos ficariam com um

nimero muito reduzido de casos, inviabilizando a andlise estatistica.
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Para XIAP, foi testado um corte para positividade de 20% das células tumorais
imunomarcadas (Tabela 10). As curvas de sobrevida para SLP e SG foram geradas. Quando
classificada a expressdo de XIAP como positiva apenas quando a partir de 20% das células
tumorais apresentassem marcacio (>20%), nao houve impacto na SLP (SLP negativos: 19,8%
EP=9,7%; SLP positivos: 44,4% EP=16,6%; p=0,409) e na SG (SG negativos: 21,9%
EP=11,9%; SG positivos: 51,9% EP=17,6%; p=0,600) (Figura 18). Além disso, quando
estratificada a expressd@o de XIAP nos grupos (1) negativo, (2) XIAP 5-15% e (3) XIAP
>20%, também ndo houve impacto na SLP (SLP grupo 1: 22,1% EP=10,7%; SLP grupo 2:
0% EP=17,3%; SG grupo 3: 44,4% EP=16,6%; p=0,398) e na SG (SG grupo 1: 21,7%
EP=11,9%; SG grupo 2: 59,3% EP=18,5%; SG grupo 3: 51,9% EP=17,6%; p=0,872) (Figura

19).

Tabela 10: Amostras de LDGCB centrobldstico positivos para XIAP.

. . Teste 1: Teste 2, Teste 2,
Nimero Porcentagem de células . ) )
da tumorais imunomarcadas Casos positivos Grupo .1.' Grupo .2.'
Amostra para XIAP para corte em Casos positivos Casos positivos
20% 5-15% 20-100%
3 25 X X
11 20 X X
13 70 X X
24 40 X X
25 15 X
26 10 X
28 50 X X
29 10 X
30 30 X X
31 40 X X
33 20 X X
35 10 X
37 20 X X
40 8 X
46 5 X
49 40 X X
54 10 X
55 10 X

58 15 X
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Figura 25: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobldstico tratados com CHOP positivos ou negativos para a expressdo de XIAP, com ponto de
corte em 20% das células tumorais positivas. Nenhum dos grupos se destacou quanto a resposta ao
tratamento. PS: Probabilidade de sobrevida. A censura para SLP foi a recaida e para a SG foi o dbito.
A diferenca foi considerada significativa quando p<0,05.



82

A)
7 p=0398 | XIAP
-- Negativo
-- Positivo 5-15%
0,5
+ Censura
PS )
0,6 ‘
[ —TS
0,4 L — _¢_|_|_|
0,2
0,0
T T T T T
] 20 40 &0 &0 100
SLP
B)
107 p=0,872 XIAP '
-- Negativo
-- Positivo 5-15%
0,5
+ Censura
PS “‘I_LL
0,61 — " '
——
—
0,4
0,2
0,0
T T T T T
] 20 40 &0 &0 100
SG

Figura 26: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobléstico tratados com CHOP positivos ou negativos para a expressao de XIAP, com trés grupos
de expressdo. Nenhum dos grupos se destacou quanto a resposta ao tratamento. PS: Probabilidade de
sobrevida. A censura para SLP foi a recaida e para a SG foi o 6bito. A diferenca foi considerada
significativa quando p<0,05.



83

Para ki-67, foram testados cortes para positividade em >20% e >60% das células
tumorais imunomarcadas (Tabela 11). As curvas de sobrevida para SLP e SG foram geradas.
Quando classificada a expressdo de ki-67 como positiva apenas se mais de 20% das células
tumorais apresentassem marcacdo (>20%), ndo houve impacto na SLP (SLP negativos: 15,3%
EP=8,7%; SLP positivos: 36,5% EP=11,5%; p=0,481) e na SG (SG negativos: 0%
EP=16,8%; SG positivos: 28,9% EP=21,0%; p=0,813) (Figura 20). Quando classificada a
expressao de ki-67 como positiva apenas se >60%, também ndo houve impacto na SLP (SLP
negativos: 20,2% EP=9,7%; SLP positivos: 33,3% EP=19,2%; p=0,487) e na SG (SG
negativos: 14,7% EP=12,4%; SG positivos: 50,0% EP=20,4%; p=0,584) (Figura 21). Além
disso, quando estratificada a expressao de ki-67 nos grupos (1) ki-67 <20% (negativo), (2) ki-
67 20-60% e (3) ki-67 >60%, também nao houve impacto na SLP (SLP grupo 1: 16,5%
EP=9,4%; SLP grupo 2: 34,2% EP=12,9%; SLP grupo 3: 33,3% EP=19,2%; p=0,745) e na
SG (SG grupo 1: 0% EP=17,5%; SG grupo 2: 29,0% EP=21,2%; SG grupo 3: 50,0%

EP=20,4%; p=0,853) (Figura 22).
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Tabela 11: Amostras de LDGCB centrobldstico positivos para ki-67.

Ndmero  Porcentagem de células Teste 1 Teste 2 Teste 3:
. Casos positivos Casos positivos )
da tumorais 1mu1}0marcadas para corte em para corte em Grupo 2: 25-60%
amostra para ki-67 ~20% ~60% Grupo 3: 65-100%
1 30 X 2
30 X 2
11 5
15 50 X 2
16 30 X 2
18 80 X X 3
19 30 X 2
20 30 X 2
21 30 X 2
22 80 X X 3
27 20
28 70 X X 3
29 20
30 80 X X 3
31 10
32 40 X 2
33 50 X 2
34 50 X 2
37 40 X 2
38 30 X 2
40 20
41 40 X 2
42 30 X 2
43 40 X 2
44 10
45 50 X 2
47 40 X 2
48 50 X 2
49 40 X 2
50 50 X 2
52 15
54 60 X 2
55 80 X X 3
57 40 X 2
58 80 X X 3
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Figura 27: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobléstico tratados com CHOP positivos ou negativos para a expressdo de ki-67, com ponto de
corte em >20% das células tumorais positivas. Nenhum dos grupos se destacou quanto a resposta ao
tratamento. PS: Probabilidade de sobrevida. A censura para SLP foi a recaida e para a SG foi o dbito.
A diferenca foi considerada significativa quando p<0,05.
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Figura 28: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobléstico tratados com CHOP positivos ou negativos para a expressdo de ki-67, com ponto de
corte em >60% das células tumorais positivas. Nenhum dos grupos se destacou quanto a resposta ao
tratamento. PS: Probabilidade de sobrevida. A censura para SLP foi a recaida e para a SG foi o dbito.
A diferenca foi considerada significativa quando p<0,05.
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Figura 29: Curvas de Kaplan-Meier exibindo a probabilidade de sobrevida livre de progressdo (SLP)
(A) e sobrevida global (SG) (B) em oito anos (tempo em meses) para os 58 pacientes com LDGCB
centrobldstico tratados com CHOP positivos ou negativos para a expressdo de ki-67, com trés grupos
de expressdo. Nenhum dos grupos se destacou quanto a resposta ao tratamento. PS: Probabilidade de
sobrevida. A censura para SLP foi a recaida e para a SG foi o ébito. A diferenga foi considerada
significativa quando p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Os LDGCB sdao LNH altamente agressivos e heterogéneos em termos das bases
moleculares de sua patogénese e evolucdo. Apenas metade dos pacientes é curada, sendo que
a outra metade ndo responde ao tratamento com protocolo CHOP. Esse tltimo grupo é
refratdrio ao tratamento inicial ou apresenta recaida apds atingir a remissdo completa.
Atualmente, o tinico parametro utilizado para predizer a resposta ao tratamento e a sobrevida
dos pacientes com LDGCB € o IPI (Harris et al., 1999; Jaffe et al., 2001; Hoffman et al.,
2005). No entanto, devido a heterogeneidade de respostas e a alta taxa de falha ao tratamento,
diversos marcadores biomoleculares tem sido analisados com o objetivo de auxiliar no
prognéstico dos pacientes. Contudo, nenhum consenso foi encontrado sobre a expressdao de
genes e proteinas, até o presente momento, motivo pelo qual, a correlagdo da expressdo de
diversas proteinas com a resposta ao tratamento nos LDGCB tem sido pesquisada (Piris et al.,
1995; Kramer et al., 1996; Kramer et al., 1998; Adida et al., 2000; Jerkeman et al., 2004;
Maartense et al., 2004; Muris et al., 2005; Lossos e Morgensztern, 2006; Young et al., 2008).
Nesse contexto, acredita-se que andlise da expressdo de proteinas envolvidas na resisténcia a
apoptose e na proliferacdo celular nos LDGCB pode proporcionar melhor compreensao de sua
biologia e fornecer informacdes sobre a relevancia dessas proteinas na resposta ao tratamento
nesta doenca (Bai et al., 2005; Akyurek et al., 2006).

As proteinas Bcl-2, XIAP e survivina sdo importantes reguladores negativos da
apoptose. Seja no passo ativador da via apoptdtica intrinseca, mediante a liberacdo de
Citocromo ¢ da mitocondria (familia Bcl-2), seja nas etapas finais de atuacdo das caspases
(familia das IAPs), essas proteinas possuem um papel fisioldgico crucial, evitando que a
célula morra apds estresses menores e contorndveis (Ameisen, 2002; Opferman e Korsmeyer,

2003; Vermeulen et al., 2005; Elmore, 2007). Além disso, a proteina pS3 € uma das proteinas
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mais importantes da célula, parecendo ser responsdvel pela regulagdo da maioria dos
processos celulares, especialmente o ciclo celular e a apoptose (Finlay et al., 1989; Bensaad e
Vousden, 2007; Efeyan e Serrano, 2007; Liu et al., 2008; Meulmeester e Jochemsen, 2008;
Riley et al., 2008). Ja a proteina ki-67 parece estar intimamente associada a mitose e por isso
tem sido amplamente utilizada como uma ferramenta para determinar o indice de proliferagio
celular (porcentagem de células que apresentam expressado de ki-67) de populagdes tumorais e
saudaveis (Gerdes et al., 1983; Gerdes et al., 1984; Gerdes et al., 1991; Schluter et al., 1993;
Endl e Gerdes, 2000; Scholzen e Gerdes, 2000; Kausch et al., 2003; Wang et al., 2008). Em
associacdo a outros fatores ou isoladas, essas proteinas tém sido implicadas na patogénese e
na resposta ao tratamento de diversos tipos de tumor, incluindo os LDGCB (Grogan et al.,
1988; Eliyahu et al., 1989; Datta et al., 2000; Llanos et al., 2001; Notarbartolo et al., 2002;
Ansell et al., 2004; Jerkeman et al., 2004; Nowak et al., 2004; Zaffaroni et al., 2005; Kuo,
2007; Pennati et al., 2007; Pennanen et al., 2008; Pennati et al., 2008; Young et al., 2008). No
entanto, ndo ha um consenso sobre o impacto de sua expressdo nesses tumores, o que pode ser
alcancgado através de andlises em que o periodo de acompanhamento clinico dos pacientes seja
prolongado em relag@o ao periodo de cinco anos normalmente empregado.

Quando correlacionada a expressdo de Bcl-2, p53 e ki-67 com a resposta ao
tratamento nos LDGCB, resultados controversos foram obtidos (Grogan et al., 1988; Piris et
al., 1995; Kramer et al., 1996; Monni et al., 1997; Kramer et al., 1998; Monni et al., 1999;
Llanos et al., 2001; Barrans et al., 2003; Sohn et al., 2003; Jerkeman et al., 2004; Maartense
et al., 2004; Pennanen et al., 2008; Young et al., 2008). Esses resultados indicam a possivel
influéncia da presenga e/ou atividade de outras proteinas ou mecanismos celulares, que
quando associados, passam a desempenhar um papel importante no prognéstico dos LDGCB.
Assim, a partir da observacdo da expressdo das IAPs XIAP e survivina em uma fragdo dos

LDGCB (Adida et al., 2000; Akyurek et al., 2006), investigamos se a expressdo dessas
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proteinas se correlaciona com o prognéstico tendo impacto na SLP e ou na SG em um periodo
prolongado de oito anos de seguimento dos pacientes com LDGCB.

No estudo atual uma série de 76 casos de LDGCB foi avaliada retrospectivamente
para a expressdo das proteinas envolvidas na resisténcia a apoptose p53, Bcl-2, XIAP e
survivina e da proteina relacionada a proliferacdo celular ki-67 nas células tumorais obtidas
através de bidpsias. Mais especificamente, um pequeno fragmento tumoral foi emblocado em
parafina, seccionado e analisado na forma de cortes histolégicos e os resultados do estudo
laboratorial foram correlacionados com a SLP e a SG em oito anos.

Os dados clinicos (local de acometimento, estadiamento de Ann Arbor e IPI),
demograificos (género, etnia e idade) dos pacientes e o subtipo morfolégico dos LDGCB
foram coletados e analisados (Tabela 1). Com relacdo aos dados clinicos e ao subtipo
morfoldgico, houve prevaléncia do subtipo centrobldstico em relagdo ao subtipo
imunoblastico (p<0,001), acometimento preferencial de linfonodos em relagdo aos sitios
extranodais e miultiplos (p<0,001), foi observada maior freqii€éncia de casos com nivel normal
de LDH (p=0,001) e a distribuicdo de casos nos estdgios de Ann Arbor (p=0,338) e nos
indices do IPI foi semelhante (p=0,908). Estes dados estdo de acordo com o reportado em
outros estudos, em que a variante centrobléstica € observada em torno de 90% dos casos e ha
prevaléncia dos estadiamentos I e II, embora o IPI leve em considera¢do outros fatores
clinicos e demogréificos e por isso apresente distribuicio homogénea das freqiiéncias de seus
indices (Llanos et al., 2001; Hennessy et al., 2004; Ansell e Armitage, 2005; Hoffman et al.,
2005; Ng, 2007).

Com relagdo aos dados demograficos, foi observada uma maior freqiiéncia de
acometimento em homens do que em mulheres (p=0,047), o que estd de acordo com a
literatura, embora nio existam dados sobre os mecanismos que levam ao favorecimento do

género masculino a patogénese dos LDGCB (Hennessy et al., 2004; Ansell e Armitage, 2005;
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Hoffman et al., 2005). Adicionalmente, foi observada maior prevaléncia de pacientes
classificados como de etnia branca do que de ndo-brancos com esta doenga (p<0,001). Apesar
de esta informacdo também estar de acordo com a epidemiologia da doenga (Hoffman et al.,
2005; Ng, 2007), sabe-se que a populacdo brasileira é extremamente miscigenada e,
historicamente, os individuos de origem européia tiveram um favorecimento académico e
socio-economicamente refletido no acesso aos servicos de satide. Por outro lado, dada a
subjetividade de discriminagdo étnica no contexto de nossa populacio e o fato de que quem
relata a etnia do paciente no prontudrio sdo os diversos médicos dos Servicos de Hematologia
e de Oncologia, é possivel que a diferenga observada em nosso estudo, nesta questio em
particular, tenha sido influenciada por fatores sociais, além dos bioldgicos.

Outro dado demogréfico relevante foi a menor freqii€éncia de pacientes com LDGCB
com idade inferior a de 40 anos quando comparada com a daqueles nas faixas etérias entre 40
e 60 anos e acima de 60 anos (p=0,002). Este dado é coerente com a literatura, onde se
observa que esta doenca é mais freqiiente em pessoas de meia-idade e idosos (Hennessy et al.,
2004; Ansell e Armitage, 2005; Hoffman et al., 2005; Ng, 2007). Além disso, como ndo
houve prevaléncia do grupo mais idoso, nossos resultados referentes ao impacto da expressao
das proteinas envolvidas na resisténcia a apoptose se tornam ainda mais consistentes ja que o
fator idade poderia ter um peso maior na SG em oito anos do que na SG em cinco anos, tempo
de acompanhamento clinico analisado na maioria dos estudos.

Quando comparados o perfil de acompanhamento clinico e de resposta ao tratamento
da série total de LDGCB (76 pacientes), da selecdo dos 65 pacientes tratados com o protocolo
convencional CHOP e do grupo de 58 pacientes com LDGCB centroblastico tratados com
CHOP, os resultados observados foram semelhantes para tempo minimo, maximo e mediano
de acompanhamento clinico, SLP e SG (Tabela 2 e Figuras 2 e 3). No entanto, quando

confrontado no grupo de LDGCB tratados com CHOP os centrobldsticos e os imunoblésticos,
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embora ndo tenha havido diferenga significativa entre as curvas de SLP, houve uma tendéncia
ao grupo imunobldstico apresentar uma pior SG (p=0,066) (Tabela 2 e Figura 3). Neste caso,
nosso resultado pode ndo ter apresentado significincia estatistica em razdo do alto erro padrio
observado tanto no calculo da SLP quanto no da SG do grupo imunoblastico decorrente do
pequeno nimero de amostras neste grupo (n=5). De fato, a literatura revela que os LDGCB
imunoblasticos apresentam pior prognodstico em termos de SG do que os centroblasticos
(Hoffman et al., 2005). Dentro desta perspectiva, é possivel que, como os centroblastos
normais apresentam um perfil de expressdo gé€nica permissivo a apoptose, mesmo quando
transformados malignamente sejam mais suscetiveis ao tratamento do que os imunoblastos,
que normalmente apresentam um perfil de expressdo gé€nica anti-apoptdtico (Hoffman et al.,
2005).

Para eliminar o viés do tratamento e do subtipo morfoldgico, foram considerados
apenas os 58 pacientes com LDGCB centrobléstico tratados com o protocolo convencional
CHOP na anélise do impacto das caracteristicas clinicas e demograficas na resposta ao
tratamento (Tabela 3). Neste grupo, foi observado que os diferentes estdgios da doenca, o
género e a etnia ndo foram preditivos da SLP e da SG (Tabela 3 e Figuras 4, 5 e 6). Por outro
lado, os pacientes com o nivel de LDH acima do normal apresentaram uma tendéncia a uma
pior SG (p=0,078), embora ndo tenha havido diferenca significativa na SLP (Tabela 3 e
Figura 9). Além disso, pacientes com idade acima de 60 anos responderam pior do que os
pacientes com menos de 60 anos, mesmo quando os dltimos foram subdivididos em maiores e
menores de 40 anos, embora o impacto na SG quanto estratificados em trés grupos tenha sido
em forma de tendéncia (p=0,070) (Tabela 3 e Figuras 7 e 8). Ja o IPI apresentou uma
tendéncia a predizer uma melhor SLP (p=0,064) e foi um forte fator preditivo da SG favoravel
(p=0,006) quando baixo (Tabela 3 e Figura 10). Novamente, os fatores que apresentaram

apenas uma tendéncia a significincia podem ter sido comprometidos pelo pequeno nimero de
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amostras nas caselas ou pelo elevado erro padrdo dos subgrupos analisados. Por outro lado, a
significancia isolada de fatores como estadiamento de Ann Arbor, LDH e idade varia entre os
estudos publicados e o consenso atual é o de que eles s sdo capazes de predizer a resposta ao
tratamento quando considerados em conjunto na forma do IPI (A predictive model for
aggressive non-Hodgkin's lymphoma. The International Non-Hodgkin's Lymphoma
Prognostic Factors Project, 1993). De acordo com os dados obtidos no referido estudo, que
analisou mais de 2000 pacientes com LNH agressivos, os resultados do presente estudo
mostraram que o IPI foi o tnico fator clinico-demografico preditivo de maneira independente
na andlise multivariada da SG (p=0,014) e apresentou uma tendéncia para a SLP (p=0,108)
(Tabela 4).

Com relacdo as freqiiéncias de expressdao das proteinas envolvidas na resisténcia a
apoptose XIAP, survivina, p53 e Bcl-2 e da proteina relacionada & proliferagdo celular, ki-67,
o presente estudo detectou positividade em 31,6%, 21%, 20,8%, 12,5% e 58,8% dos 76 casos
de LDGCB arrolados, respectivamente (Tabela 5). A freqiiéncia de expressdo de XIAP nos
LDGCB analisados (31,6%) foi semelhante a reportada em estudo anteriormente publicado
que observou a freqii€ncia de expressdo das IAPs XIAP, c-IAP1 e c-IAP2 (26%, 90%, 37%,
respectivamente) em 38 casos de LDGCB (Akyurek et al., 2006). No entanto, outro estudo
analisou 73 casos e observou freqii€ncia de expressdo de XIAP de 67% (Muris et al., 2005).
Em contrapartida, a freqiiéncia de expressdo de survivina observada nos LDGCB (21%) foi
menor do que a reportada na literatura (60-82%) em estudos cujos nimeros de tumores
avaliados variaram de 27 a 222 (Adida et al., 2000; Kuttler et al., 2002; Watanuki-Miyauchi
et al., 2005; Liu et al., 2007).

A freqiiéncia de expressdo de p53 nos LDGCB (20,8%) estd de acordo com o
reportado em artigos que reportaram freqiiéncias de 13% a 38%, tendo analisado de 55 a 372

casos de LDGCB (Kramer ef al., 1996; Sanchez et al., 1998; Llanos et al., 2001; Sohn et al.,
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2003; Maartense et al., 2004). A expressio de Bcl-2 observada nos LDGCB de nossa
casuistica (12,5%) foi menor do que o encontrado na literatura, variando de 26,4% a 61% em
estudos que analisaram de 55 a 372 casos (Kramer et al., 1996; Sanchez et al., 1998; Llanos et
al., 2001; Sohn et al., 2003; Maartense et al., 2004). Com relagdo a expressdo de ki-67, a
freqiiéncia observada no presente estudo (58,8%) foi intermediaria & observada em estudos
anteriores, cuja variacio foi ampla (18-100%) e que analisaram de 55 a 405 casos de LDGCB
(Grogan et al., 1988; Sanchez et al., 1998; Llanos et al., 2001; Jerkeman et al., 2004).

Por outro lado, um importante fator limitante na comparacdo da freqiiéncia de
positividade para as proteinas analisadas entre estudos € a variacdo do ponto de corte definido
como discriminador entre a negatividade e a positividade. Normalmente, utiliza-se uma
determinada fracdo de células tumorais positivas como ponto de corte. No entanto, esta fracido
varia de acordo com o desenho experimental de cada estudo, podendo variar desde a presenga
de apenas algumas células positivas em toda a extensdo do tumor até fracdes maiores do que
50% das células tumorais imunomarcadas. Estas diferencas sdo freqiientemente observadas
nos estudos envolvendo a detec¢do da proteina ki-67, em que sdo estabelecidos pontos de
corte para positividade de 10 a 25% e para determinacdo de alta expressdo de 20 a 60% das
células tumorais positivas (Grogan et al., 1988; Sanchez et al., 1998; Saez et al., 1999; Llanos
et al., 2001; Spyratos et al., 2002; Jerkeman et al., 2004), mas também sdo observadas em
estudos da expressdo de p53, (ponto de corte/determinagdo de alta expressdo de 1 a 75%)
(Sanchez et al., 1998; Llanos et al., 2001; Jerkeman et al., 2004) e Bcl-2 (ponto de
corte/determinacdo de alta expressdo de 1 a 50%) (Sanchez et al., 1998; Llanos et al., 2001;
Sohn et al., 2003; Jerkeman et al., 2004). Além disso, ha estudos que consideram, além da
porcentagem de células tumorais positivas, a intensidade da imunomarcagdo de determinada
proteina na célula tumoral como pardmetro classificador (Llanos et al., 2001), o que torna

ainda mais heterogénea e complexa a comparagao.
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Para a expressdo de XIAP e survivina, existe ainda outra varidvel a ser considerada: a
compartimentalizacdo dessas proteinas. Tanto a XIAP quanto a survivina sdo freqiientemente
associadas a localizagdo citoplasmatica em fungdo da sua atividade sabidamente
antiapoptotica. No entanto, atualmente ja se sabe que elas também podem se localizar no
nudcleo das células, onde sua fung¢do ainda é pouco compreendida, embora a survivina venha
sendo relacionada a segregacdo dos cromossomos e a progressdo da mitose (Nowak et al.,
2004; Zaffaroni et al., 2005; Pennati et al., 2007; Stauber et al., 2007; Pennati et al., 2008).

Embora a expressdo de survivina ja tenha sido detectada no nicleo de células de
LDGCB (Watanuki-Miyauchi et al., 2005; Liu et al., 2007), de acordo com os resultados
obtidos no presente estudo, a expressdo de survivina foi detectada quase sempre no
citoplasma (Figura 11b), o que condiz com um dos trabalhos que investigou este assunto
(Adida et al., 2000), sugerindo favorecimento de sua funcdo anti-apoptdtica, frente a sua
funcdo no ciclo celular (Li et al., 1998; Zaffaroni et al., 2005; Vader et al., 2006; Pennati et
al., 2007; Stauber et al., 2007; Mita et al., 2008; Pennati et al., 2008). Em oposicdo, a
expressdao de XIAP foi detectada quase sempre no nicleo (Figura 11a), em contraste com o
unico estudo em células de LDGCB que também analisou este aspecto, em que se observou
localizagdo citoplasmadtica de XIAP nos casos de LDGCB analisados (Muris et al., 2005). Por
outro lado, o conflito com os resultados dos demais estudos apontam para a necessidade de se
analisar mais detalhadamente a questdo da localizacdo celular da survivina e da XIAP nos
LDGCB.

Além disso, a observacdo de que a positividade para XIAP foi freqiientemente
detectada nos centroblastos, em comparacdo com os imunoblastos, mesmo 0s presentes no
mesmo tipo de tumor (Figura 11a), ressalta a diferenca entre as caracteristicas bioldgicas
desses dois tipos celulares, o que possivelmente tem implicacdes na patogé€nese do tumor.

Estes dados também reforcam a importincia do desenvolvimento de mais estudos que
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contribuam para o esclarecimento dos mecanismos de compartimentalizagdo e da funcdo
nuclear da XIAP (Nowak et al., 2004) para uma melhor compreensio de seu papel na biologia
dos LDGCB.

Uma observagdo importante é a de que a freqii€ncia observada da expressdo das
proteinas detectadas no nicleo (p53=20,8% e ki-67=58,8%) se assemelha com a relatada na
literatura (13-38% e 18-100%, respectivamente) (Grogan et al., 1988; Kramer et al., 1996;
Sanchez et al., 1998; Llanos et al., 2001; Sohn et al., 2003; Jerkeman et al., 2004; Maartense
et al., 2004) enquanto a das detectadas no citoplasma (survivina=21% e Bcl-2=12,5%) foi
menor do que a observada em outros estudos (60-82% e 26,4-61%, respectivamente) (Kramer
et al., 1996; Sanchez et al., 1998; Adida et al., 2000; Llanos et al., 2001; Kuttler et al., 2002;
Sohn et al., 2003; Maartense et al., 2004; Watanuki-Miyauchi et al., 2005; Liu et al., 2007).
Neste contexto cabem algumas consideracdes: um ponto importante com relagcdo a avaliagdo
da expressdo protéica por imunohistoquimica é a subjetividade deste tipo de andlise,
especialmente para antigenos citoplasmdticos. Mesmo no caso de antigenos nucleares é
comum a ocorréncia de quantificagdes diferentes entre avaliadores diferentes em termos de
porcentagem de células imunomarcadas. Isso acontece porque a quantificagdo € feita
subjetivamente através da avaliacdo da quantidade de células de interesse imunomarcadas em
relacdo a quantidade total das células de interesse presentes em pelo menos dez campos em
aumento de 40 vezes devido a inviabilidade execucional das células positivas e negativas
serem literalmente contadas. Por outro lado, este viés € extremamente reduzido quando as
mesmas amostras sdo avaliadas de maneira independente por dois observadores treinados,
fornecendo uma avaliagdo mais precisa e segura. Assim, antigenos nucleares se tornam mais
faceis de avaliar e portanto ficam sujeitos a variagdes menores entre os diferentes grupos. De
fato, este foi o observado com relagado a freqii€ncia de positividade para p53 e ki-67 em nosso

estudo com relagdo a literatura.



97

No tocante a freqiiéncia de expressdo de XIAP, embora a observada em nosso estudo
seja compativel com a de Akyurek e col (2006) nao € possivel estabelecer esta avaliagdo uma
vez que no trabalho mencionado a localizagdo celular da XIAP ndo foi informada. Além
disso, o unico outro estudo que avaliou a freqiiéncia de expressdo de XIAP em LDGCB
relatou localizacdo citoplasmatica desta proteina (Muris et al., 2005), o que pode ter ocorrido
devido a detalhes técnicos discutidos a seguir.

No caso de antigenos citoplasmadticos (ou mesmo de antigenos de localizagdo celular
desconhecida), a detec¢do da positividade se torna ainda mais complexa. Variacdes na
execucdo da técnica que alterem o acesso do anticorpo aos compartimentos celulares e/ou o
bloqueio dos antigenos inespecificos (como nas etapas de permeabilizacdo, recuperacdo
antigénica, bloqueios e lavagens) podem favorecer a adsor¢do do anticorpo a face externa da
membrana celular. Embora este fendmeno possa ocorrer independentemente da localizacdo
celular do antigeno-alvo, os LDGCB possuem o tamanho do niicleo bastante avantajado em
relacdo ao tamanho do citoplasma, o que favorece a avaliagdo do niicleo, mas dificulta a
visualiza¢do do citoplasma. E, finalmente, como a imunomarcagdo € realizada em cortes
histolégicos do tecido, as células de interesse muitas vezes estio agrupadas de tal forma que é
dificil discriminar seus citoplasmas. Ou seja, a adsorcdo do anticorpo a membrana pode,
especialmente no caso dos LDGCB, ser erroneamente avaliada como positividade
citoplasmatica. Sendo assim, além de estar sujeita a avaliagdes diferentes por dois
observadores independentes como a avaliacdo de antigenos nucleares, a avaliagio e a
quantificacdo da expressdo de antigenos citoplasmaticos, sdo ainda mais complexas devido ao
procedimento técnico da imunomarcacéo tecidual e isto pode levar a ndo concordincia entre
resultados obtidos por diferentes grupos, como ocorrido com a freqii€ncia de expressdao de
survivina e Bcl-2 no presente estudo. Assim, embora seja mundialmente aceita e utilizada

como pardmetro diagndstico e progndstico de diversos tipos de tumor (Harris et al., 1999;
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Jaffe et al., 2001), gracas a seu baixo custo e rapidez de execugdo, a imunohistoquimica
requer avaliagdo extremamente atenta, cautelosa e reprodutivel dos seus resultados pois pode
gerar dados discrepantes e por isso ndo s6 é importante como também necessirio que
diferentes grupos validem os resultados inicialmente obtidos por outros através da utilizagio
da mesma metodologia.

Com relacdo a co-expressdo dessas proteinas, sabe-se que a atividade das proteinas
Bcl-2, XIAP e survivina, embora através de mecanismos e alvos diferentes, estd associada a
uma resposta celular comum, a inibicdo da apoptose (Antonsson e Martinou, 2000; Elmore,
2007; Srinivasula e Ashwell, 2008), o que pode levar & expressdo dessas proteinas ocorrer de
forma concomitante, mediante estimulo apopdtico. Além disso, a atividade normal da p53
implica na repressao dos genes da Bcl-2 e da survivina (Hoffman et al., 2002; Mirza et al.,
2002; Vousden e Lane, 2007; Meulmeester e Jochemsen, 2008; Riley et al., 2008). Sendo
assim, mutacdes inativadoras na p53 poderiam resultar na liberacdo da expressdo de Bcl-2 e
survivina e, assim, na sua expressdo concomitante a pS3 estabilizada. No entanto, no presente
estudo nao foi observada co-expressio de nenhuma das proteinas analisadas (Tabela 7),
indicando que outros fatores podem estar envolvidos na regulagdo da expressdo e atividade
dessas proteinas.

No tocante ao impacto progndstico da expressdo dessas proteinas nos LDGCB alguns
estudos mostraram que a detec¢do imunohistoquimica da IAP survivina parece ter valor
negativo para a resposta ao tratamento dos LDGCB, embora a expressido de survivina tenha
sido detectada no niicleo em um dos estudos e no citoplasma no outro (Adida et al., 2000;
Watanuki-Miyauchi et al., 2005). Em uma série de 222 pacientes, a taxa de SG dos pacientes
que apresentaram expressdao citoplasmdtica da survivina no tumor foi significativamente
menor do que os que ndo apresentaram (40% x 54% p=0,02) (Adida et al., 2000). Em outro

estudo englobando 60 pacientes, a taxa de SG dos pacientes que apresentaram expressao
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nuclear da survivina no tumor foi significativamente menor do que os que ndo apresentaram
(40% x 50% p=0,01) (Watanuki-Miyauchi et al., 2005). Nestes estudos, o periodo total de
acompanhamento clinico dos pacientes foi de 10 a 11 anos.

Com relacdo a XIAP, o unico estudo relacionado ao assunto analisou 73 casos de
LDGCB e relacionou sua expressdo a inibicdo da via apoptética ativada por caspase-9, que foi
preditiva de uma menor SG em cinco anos (Muris et al., 2005). No entanto, de acordo com os
resultados obtidos em nosso estudo, a expressdo de XIAP e de survivina nos 58 LDGCB
centrobldsticos analisados ndo se correlacionou com a SLP (p=0,923 e p=0,362,
respectivamente) e com a SG (p=0,689 e p=0,173, respectivamente) em um periodo de
acompanhamento de oito anos (um periodo considerado longo frente as dificuldades praticas
de seguimento dos pacientes) (Tabelas 8 e 9 e Figuras 13 e 14).

Embora outros grupos (Muris et al., 2005; Akyurek et al., 2006) tenham empregado
pontos de corte de 50% de células tumorais imunomarcadas para considerar o tumor positivo
para XIAP, no presente estudo apenas 2 casos apresentaram positividade em >50% células
tumorais (Tabela 10), inviabilizando a andlise estatistica. Contudo, para minimizar o viés do
ponto de corte, os casos foram re-analisados utilizando o ponto de corte de >20% para XIAP.
Novamente, a expressdo de XIAP ndo foi capaz de predizer a resposta ao tratamento nem
quando polarizados os pacientes em positivos e negativos para o ponto de corte de >20%
(Figura 18), nem quando estratificados em negativos, grupo 1 (5-20%) e grupo 2 (>20%)
(Figura 19).

Para a survivina, foram utilizados pontos de corte de >30% (Watanuki-Miyauchi et al.,
2005) e >70% (Adida et al., 2000). Nao obstante, em nossa amostragem, devido ao pequeno
nimero de casos positivos para >5% (n=14) e a heterogeneidade de porcentagens de células
tumorais positivas entre os casos, ndo foi possivel aumentar o ponto de corte ou estratificar o

grupo para andlise estatistica. Em contrapartida, como os estudos mencionados ndo
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discriminaram morfologicametne os LDGCB, é possivel que a presenca de casos do subtipo
imunobldstico, que sabidamente apresentam uma pior resposta ao tratamento, tenha
influenciado o resultado do conjunto dos LDGCB analisados. De fato, os estudos que
analisaram o impacto da expressdo de survivina na SG dos pacientes com LDGCB nio
fizeram andlise multivariada para confirmar se seu valor preditivo era independente de outras
caracteristicas (Watanuki-Miyauchi et al., 2005) ou ndo incluiram a varidvel subtipo
morfoldgico na andlise (Adida er al, 2000). Assim, através da utilizacdo da anélise
multivariada, nossos resultados indicam que a expressio de XIAP e survivina ndo tem
impacto no progndstico de pacientes com LDGCB do subtipo centrobléstico.

Tendo em vista a grande versatilidade do papel da proteina pS3 e a convergéncia de
todas as suas variadas fun¢des para a supressdo de tumores, foi observado que nos LDGCB
mutagdes no gene da p53 estéo presentes em aproximadamente 21% dos casos e conferem um
pior progndstico (Young et al., 2008). Além disso, falhas nos mecanismos regulatérios da
pS53, devidas a mutagdo na pS3 ou a outras alteracdes estabilizadoras, permitem que ela se
torne estivel, o que torna possivel sua detec¢do por imunohistoquimica (Piris et al., 1995).
Em LNH, sua expressdo, concomitante ou ndo a de Bcl-2, parece ser indicativa de pior
progndstico em termos de sobrevida em cinco anos (Piris et al., 1995).

Em estudo anterior do nosso grupo, a expressdo das proteinas p53 e Bcl-2 foram
analisadas por imunohistoquimica em um total de 116 casos de LNH de alto grau de
malignidade, dentre os quais uma série de amostras de LDGCB foi incluida. O referido estudo
obteve como resultado que a expressdo de p53 e de Bcl-2 néo foi preditiva na resposta ao
protocolo de tratamento baseado em antraciclina, tendo como parametros as taxas de SLP
(p=0,2) e a SG (p=0,7) desses pacientes (Maia et al., 1998). Embora nos LDGCB ja tenha
sido reportada validade prognéstica da expressdo de p53 e Bcl-2 (Barrans et al, 2003;

Jerkeman et al., 2004; Young et al., 2008), como o nosso estudo agrupou pacientes com
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diversos tipos de LNH, heterogéneos em termos moleculares e de resposta ao tratamento, este
resultado indica que o impacto progndstico da expressdo dessas proteinas em cada uma dessas
doencas ¢ diferente e pode nio ter refletido o impacto real nos LDGCB.

Para tentar elucidar essa questdo, adicionamos a avaliagdo das implicagdes clinicas da
expressdo de XIAP e de survivina nas células tumorais a releitura dos dados de p53 e de Bcl-2
da mesma série de 80 casos de LDGCB analisada retrospectivamente. No estudo atual, apenas
os 58 pacientes com LDGCB centroblastico tratados com o protocolo CHOP foram
selecionados dentre os 116 pacientes com LNH de alto grau analisados anteriormente para a
expressao de p53 e Bcl-2.

De maneira semelhante aos resultados obtidos quanto ao impacto da expressdo de
survivina e XIAP na resposta ao tratamento nos LDGCB centroblésticos, foi observado que a
expressao de p53 e Bcl-2 ndo se correlacionou com a SLP (p=0,647 e p=0,513,
respectivamente) e com a SG (p=0,504 e p=0,322, respectivamente) em oito anos de
segmento dos pacientes (Figuras 15 e 16). Neste caso, cabe a consideragdo de que o pequeno
nimero de casos positivos para a expressao de pS3 e Bcl-2 nos LDGCB centroblasticos (n=11
e n=7/, respectivamente) (Tabela 6) pode ter sido responsédvel pelos erros padrdao subideais
obtidos nestes grupos quando confrontados com a SLP (14,6% e 18,7%, respectivamente)
(Tabela 8) e com a SG (17,2% e 17,1%, respectivamente) (Tabela 9), além de ter
inviabilizado a andlise com outros pontos de corte. Por outro lado, existem, de fato, na
literatura estudos que ndo observaram correlagdo da expressdo de pS3 e Bcl-2 com a resposta
ao tratamento dos LDGCB (Kramer et al., 1996; Llanos et al., 2001; Sohn et al., 2003).
Assim, € possivel que as consideragcdes feitas para o impacto da expressio de XIAP e
survivina na resposta ao tratamento dos LDGCB também sejam pertinentes ao impacto da
expressdao de p53 e Bcl-2. Novamente, os estudos que analisaram o valor preditivo da

expressdo de p53 e Bcl-2 nos LDGCB foram vagos quanto ao subtipo morfoldgico dos
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LDGCB em suas andlises (Sohn et al., 2003; Jerkeman et al., 2004; Muris et al., 2005). Sendo
assim, € possivel que os componentes centrobldstico e imunobléstico dos LDGCB estivessem
presentes em freqiiéncias variadas entre os estudos que observaram correlagdo da expressdao
de p53 e Bcl-2 com a resposta ao tratamento e os em que a expressao dessas proteinas nao foi
preditiva, resultando nas observagdes controversas. Dentro desta perspectiva, nossos dados
indicam que a expressdo de p5S3 e Bcl-2 ndo tem impacto na resposta ao tratamento dos
LDGCB centroblasticos.

No tocante a proteina ki-67, sua detec¢do parece estar fortemente associada ao
engajamento no ciclo celular e, além de sua utilizagdo como ferramenta para determinar a
fracdo de células em proliferacdo em uma populagdo, sua expressdo também j4 foi relacionada
a resposta ao tratamento nos LDGCB (Grogan et al., 1988; Jerkeman et al., 2004), embora
existam resultados controversos (Saez et al., 1999; Llanos et al., 2001; Seki et al., 2003;
Hasselblom e al., 2008). No presente estudo, a expressdo de ki-67 ndo se correlacionou com
a SLP (p=0,920) (Tabela 8) e com a SG (p=0,993) (Tabela 9) dos 58 pacientes com LDGCB
centrobldsticos analisados (Figura 17), tendo o acompanhamento dos pacientes sido realizado
por um periodo semelhante ao dos estudos supracitados.

Quando considerados outros pontos de corte empregados na literatura (Tabela 11)
(Grogan et al., 1988; Spyratos et al., 2002; Jerkeman et al., 2004), nem a polarizacdo em
20%, nem a polarizacdo em 60%, nem a estratificacio dos pacientes em trés grupos com base
nessas porcentagens de células imunomarcadas para ki-67 foram preditivos da SLP e da SG
(Figuras 20 a 22). Além disso, assim como os estudos envolvendo as proteinas relacionadas a
resisténcia a apoptose, os estudos que observaram impacto da expressdo de ki-67 na resposta
ao tratamento (Grogan et al., 1988; Jerkeman et al., 2004; Hasselblom et al., 2008), ndo
continham o fator subtipo morfoldgico nas andlises multivariadas. Desta forma, também no

caso da proteina envolvida na proliferacio celular, é possivel que o subtipo morfolégico possa



103

ter contribuido para as controvérsias observadas com relagdo ao impacto da expressdo de ki-

67 em relacdo aos demais estudos (Saez et al., 1999; Llanos et al., 2001; Seki et al., 2003).

Em resumo, a andlise do impacto da expressdo das proteinas XIAP, survivina, p53,
Bcl-2 e ki-67 na SLP e na SG na série de LDGCB do subtipo centrobléstico estudada
apresentou resultados discordantes da literatura existente sobre os LDGCB como grupo,
reforcando o conceito de que seus subtipos constituem entidades diferentes em termos de
patogénese, alteracdes moleculares e de resposta ao tratamento (Volpe ef al., 1996; Hoffman et
al., 2005), indicando portanto que devem ser investigados independentemente. Isto porque os
subtipos de LDGCB compatilham o fato de serem originados de linfocitos B, mas se
diferenciam em termos dos diferentes estagios de maturacdo em que a célula B pode se
encontrar ao sofrer a transformacdo maligna (Figura 30), o que vai conferir ao linfoma
caracteristicas e funcionalidades bioldgicas préprias do estado fisiolégico em que o clone que
o originou se encontrava quando se transformou. Dentre estas caracteristicas, destaca-se o fato
de que os centroblastos normais apresentam ativacdo de vias de proliferacdo, como a de
NFkB, mas se mantém sensiveis aos estimulos de morte, enquanto os imunoblastos, embora
ndo proliferem tanto quanto os centroblastos, apresentam superexpressdo de proteinas de
resisténcia a apoptose, como Bcl-2 (Guzman-Rojas et al., 2002; De Leval e Harris, 2003;
Hoffman et al., 2005; Klein e Dalla-Favera, 2008). No contexto da transformacio maligna, a
manutengdo dessas caracteristicas tem como conseqiiéncia importante uma melhor resposta ao
tratamento dos LDGCB centroblésticos do que os LDGCB imunoblésticos, possivelmente
devido a essas caracteristicas fisioldgicas que resguardadas pelas células malignas se
transformam em resisténcia ao tratamento no caso do subtipo imunobldstico. Outro achado
relevante é que as diferengas entre os centroblastos e os imunoblastos ajudam a explicar a
heterogeneidade em termos de apresentacdo e curso da doenga do conjunto dos LDGCB

observada na pratica médica (Jaffe er al., 2001) e devendo estas caracteristicas serem
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consideradas nos estudos de pesquisa basica e translacional. Corroborando com estas
observagdes, os resultados obtidos no presente estudo demonstram que os LDGCB
centrobldsticos apresentam caracteristicas bioldgicas que os diferenciam dos LDGCB como
um todo e reforcam a necessidade de se discriminar seus subtipos, considerando-os como

grupos distintos, na pesquisa biomédica.
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Figura 30: Representacdo esquemdtica do linfonodo durante a formagdo e maturacdo do centro
germinativo, com destaque para as diferencas entre os microambientes pelos quais o linfécito passa
durante sua maturagido como centroblasto e imunoblasto. Adaptado de Klein e Dalla-Favera, 2008.

Concluindo, uma fracio dos casos analisados de LDGCB € positiva para as proteinas
XIAP, survivina, p53, Bcl-2 e ki-67. Embora tenha sido reportado que a expressdo de p53,
Bcl-2, XIAP, survivina e ki-67, de forma isolada, tem impacto progndstico negativo na SG
(Grogan et al., 1988; Adida et al., 2000; Barrans et al., 2003; Jerkeman et al., 2004; Muris et

al., 2005; Bai et al., 2007; Hasselblom et al., 2008; Young et al., 2008), o mesmo resultado
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nao foi observado em nosso estudo, onde apenas o subtipo morfolégico centrobléstico foi
avaliado. Estes resultados sugerem que as diferengas bioldgicas apresentadas pelos linfécitos
B no estdgio de maturagdo em que se encontram ao sofrerem a transformacao maligna possam
ndo sO ser responsaveis pela heterogeneidade observada entre os LDGCB como, além disso,
tornar necessario que os diferentes subtipos de LDGCB passem a ser tratados como doengas

distintas dos pontos de vista bioldgico e clinico.
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6 CONCLUSAO

A andlise do impacto da expressdo das proteinas XIAP, survivina, pS3, Bcl-2 e ki-67
na SLP e na SG de uma série de LDGCB do subtipo centroblastico apresentou resultados
discordantes da literatura existente sobre os LDGCB como grupo, refor¢cando o conceito de
que seus subtipos constituem entidades diferentes em termos moleculares e de resposta ao
tratamento, sobretudo porque sdo originados de tipos celulares distintos e, portanto, devem ser

investigados independentemente.
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ANEXO

FIGURA 18 EXPANDIDA
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Figura 18b: Deteccao por imunohistoquimica da expressado de XIAP no nucleo das células de LDGCB.
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