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RESUMO

de Queiroga EM. Linfoma de Burkitt: caracteristicas clinicopatologicas,
imunoistoquimicas e associagdo com o virus de Epstein-Barr (EBV) em
populagbes adulta e pediatrica em diferentes regibes geograficas no Brasil

[tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2008.

O linfoma de Burkitt (LB) € neoplasia linféide de células B de alto grau que
apresenta translocagao constante envolvendo o proto-oncogene C-MYC. A
associagao com o virus de Epstein-Barr (EBV) varia de acordo com a forma
clinicopatologica. O presente estudo tem por objetivo analisar as
caracteristicas clinicopatologicas, imunoistoquimicas, incluindo a expressao
do fator de transcricdo MUM1/IRF4 e das proteinas p53 e p63, e investigar a
associagao com infecgdo pelo Herpesvirus humano 8 (HHV-8) e EBV,
através de hibridizacao “in situ” e PCR, em 234 casos bem caracterizados de
LB no Brasil, provenientes das 5 regides geograficas em pacientes
pediatricos e adultos, incluindo casos associados ao HIV. As caracteristicas
clinicas do LB no Brasil, de maneira geral, foram semelhantes as
observadas na forma esporadica do LB ocorrendo nos paises desenvolvidos.
A infecgao pelo EBV foi observada em 52,5% dos casos. A maior associagao
com EBYV foi verificada nas regides Norte e Nordeste e a menor na regiao
Sul. Através de PCR, demonstrou-se predominio de EBV do tipo A, sendo
excecao a regidao Centro-Oeste. O fator de transcricio MUM1/IRF4 foi

expresso em 39,2% dos tumores e apresentou correlagdo inversa com



infeccao pelo EBV. A expressao das proteinas p53 e p63 foi observada em
16,2% e 3,8% dos casos, respectivamente. Nao se identificou infecgéo pelo
HHV-8. O LB no Brasil apresenta caracteristicas clinicopatolégicas variaveis
entre as regides geograficas. A associagdo com infeccao pelo EBV é
intermediaria entre a forma endémica de LB e a forma esporadica ocorrendo
em paises desenvolvidos, sendo maior em regides com indicadores sociais

menos favoraveis.

Descritores: 1. Linfoma de Burkitt 2. Herpesvirus humano 4 3.

Imunoistoquimica 4. Hibridizagao “in situ” 5. Herpesvirus humano 8 6. Brasil



SUMMARY

De Queiroga EM. Burkitt lymphoma: clinicopathologic, immunohistochemical
and association with Epstein-Barr virus (EBV) in adult and pediatric
population in different geographical regions of Brazil [thesis]. Sdo Paulo:

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2007.

Burkitt lymphoma (BL) is a high grade B cell lymphoma with a consistent
translocation involving the proto-oncogene C-MYC. The association with the
Epstein-Barr virus (EBV) varies depending on the clinicopathological form.
This study aims to analyze the clinicopathologic, immunohistochemical
features, including the expression of transcription factor MUM1/IRF4 and p53
and p63 proteins, and investigate the association with infection by human
herpesvirus-8 (HHV-8) and EBV, by in situ hybridization and PCR, in 234
well-characterized cases of BL in Brazil from the 5 different geographic
regions, in adult and pediatric patients, including HIV associated cases. The
clinical characteristics of BL in Brazil, in general, were similar to those
observed in the sporadic form of BL occurring in developed countries. EBV
infection was seen in 52.5% of cases. The strongest association with EBV
was found in the North and Northeast and the lowest in the South. PCR study
demonstrated predominance of EBV type A, except in the Central-West
region. The transcription factor MUM1/IRF4 was expressed in 39.2% of the
tumors and showed inverse correlation with EBV infection. The expression of

p53 and p63 proteins was observed in 16.2% and 3.8% of cases,



respectively. No evidence of HHV-8 infection was found. The BL in Brazil is
clinicopathologic diverse and regionally distinct. The association with EBV
infection is intermediate between the endemic form of BL and sporadic form
occurring in developed countries and is higher in regions with the less

favorable social indicators.

Descriptors: 1. Burkitt Ilymphoma 2. Human herpesvirus 4 3.
Immunohistochemistry 4. In situ hybridization 5. Human herpesvirus 8 6.

Brazil



1 INTRODUGAO

1.1 Histdrico do linfoma de Burkitt (LB) e descoberta do virus

de Epstein-Barr (EBV)

Em 1957, o cirurgido inglés Denis Burkitt, enquanto
trabalhava no Hospital de Mulango em Kampala, capital da Uganda, foi
consultado por um colega sobre uma crianga apresentando tumoragao na
face, envolvendo a mandibula. Em seguida, percebeu que, naquela regiao
geografica, tumor acometendo os ossos da face era manifestagdo comum,
estava freqientemente associado a tumoragao em outros sitios e, por vezes,
apresentava-se sem envolvimento mandibular. Dessa forma, concluiu que
essas diferentes apresentagdes eram todas manifestacdbes de um mesmo
complexo tumoral bastante comum na primeira década de vida em Uganda
(Epstein, 2005). Em 1958, Burkitt publicou seu primeiro estudo sobre essa
neoplasia, descrevendo 38 criangas com tumores de localizagao preferencial
na regiao mandibular, sendo diagnosticados inicialmente como sarcomas e
relatando as primeiras caracteristicas epidemioldgicas, o papel dos fatores
climaticos e a provavel associagao com algum agente infeccioso devido a
similaridade de distribuicdo com outras doencas transmitidas por mosquitos.
Todavia, essa primeira publicacdo nao atraiu muita atencdo na época e s6
se tornou citagcdo classica em 1983. Foi somente quando Denis Burkitt

recorreu a colaboragao do patologista O'Conor, que diagnosticou o tumor



como um linfoma incomum (Burkitt e O'Conor, 1961; O'Conor, 1961), que os
seus trabalhos em conjunto levaram ao inicio do interesse sobre essa
neoplasia, posteriormente, denominada de linfoma de Burkitt (LB) (Epstein,

2005).

Em 1961, Denis Burkitt compartilhou amostras de LB com
Michael Epstein que, em 1964, juntamente com Achong e Barr, identificou,
através de microscopia eletrénica, particulas virais a partir de culturas de
células linfoblastdides derivadas do LB de criangcas africanas. Essas
particulas virais apresentavam aspectos morfolégicos semelhantes a virus
do grupo Herpes. Esse novo virus foi denominado de virus de Epstein-Barr
(EBV) (Epstein et al., 1964). Essa foi a primeira descricdo de um virus

envolvido na patogenia de um tumor em humanos (Ferry, 2006).

1.2 LB: definigdo, epidemiologia, caracteristicas clinicas,

patolégicas, moleculares e diagnéstico diferencial

O LB ¢ definido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS,
2001) como um linfoma altamente agressivo, apresentando-se
frequentemente em localizacdo extranodal, ou raramente como leucemia
aguda, constituido por células de imunofenétipo B, monomérficas, de médio
tamanho, com citoplasma basofilico, exibindo numerosas figuras de mitoses
e apresentando translocagdo constante envolvendo o proto-oncogene C-

MYC.



Trés variantes clinicas de LB sdo reconhecidas: a endémica,
a esporadica e a associada a imunodeficiéncia. Cada uma dessas formas
apresenta manifestagdes clinicas diferentes e variaveis frequéncias de

associacdo com o EBV.

A forma endémica do LB ocorre na Africa Equatorial e
também em Papua-Nova Guiné, havendo correlacdo com fatores climaticos
(temperatura, indice pluviométrico, etc.), que correspondem a distribuicdo
geografica da malaria. Na Africa Equatorial estima-se que a incidéncia do LB
€ 50 vezes maior do que nos Estados Unidos da América (EUA),
correspondendo a neoplasia maligna mais comum da infancia, com pico de
incidéncia entre 4 e 7 anos de idade. Nesta forma, é frequente o
envolvimento de ossos da face, principalmente de mandibula, maxila e
orbita, porém, acometimento de ileo distal, ceco, figado, rins e mama sao
também observados. Neste tipo de LB a infecgcao pelo EBV esta presente

em virtualmente todos os casos (Diebold et al., 2001; Blum et al., 2004).

O LB esporadico ocorre no resto do mundo, ndo tem
associacdo com fatores geograficos ou climaticos e apresenta baixa
incidéncia, correspondendo a 1-2% dos linfomas em adultos e cerca de 40-
50% de todos os linfomas em criangas nos EUA e Europa Ocidental. O
abdome, em especial a regiao ileo-cecal, € o local mais comumente
envolvido, sendo incomum o acometimento de ossos da face. O
envolvimento linfonodal € mais freqlientemente observado em adultos do
que em criangas. A associagao com EBV, nesta forma clinica, € menor,

variando de 15 a 30% (Ferry, 2006; Kelly e Rickinson, 2007). Em algumas



regides geograficas, como por exemplo, no norte da Africa e na América do
Sul, incluindo o Brasil, a incidéncia do LB é intermediaria entre as formas

endémica e esporadica (Diebold et al., 2001; Hassan et al., 2008).

O LB associado a imunodeficiéncia € mais frequentemente
observado em associacdo com a infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia
humama (HIV) e também tem sido relatado, embora com menor freqliencia,
em pacientes submetidos a transplante de 6rgdos e em estados de
imunodeficiéncia congénita (Stewart, 2006). O LB corresponde a cerca de
um terco dos casos de linfoma nao Hodgkin (LNH) diagnosticados em
pacientes HIV positivos e comumente representa a manifestagao inicial da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (Navarro e Kaplan, 2006;
Ferry, 2006). Nesta forma de LB é comum o envolvimento linfonodal e
infecgdo pelo EBV é encontrada em 30 a 40% dos casos (Diebold et al.,

2001; Kelly e Rickinson, 2007).

Em relacdo a morfologia, o LB classico caracteriza-se pela
proliferacdo de células monomorficas entre si, de tamanho intermediario,
com nucleos redondos apresentando varios pequenos nucléolos basofilicos
e citoplasma variando de anfofilico a basofilico, as vezes vacuolizado. E
frequente o encontro de figuras de mitoses e, caracteristicamente, observa-
se o padrao em “céu-estrelado” devido a presenca de numerosos histiocitos
fagocitando restos celulares apoptéticos. Além da forma classica do LB, a
OMS reconhece duas variantes morfolégicas: LB atipico/Burkitt-simile e o LB
com diferenciacdo plasmacitéide. O LB atipico/Burkitt-simile apresenta

achados morfolégicos superponiveis ao LB classico, porém, essa variante



exibe maior pleomorfismo caracterizado por certa variagdo do tamanho e
forma nuclear, mostra nucléolo proeminente e em menor numero. O LB com
diferenciagdo plasmacitéide também exibe pleomorfismo nuclear e
apresenta citoplasma amplo e basofilico, com nucleo excéntrico. Esta
variante morfolégica pode ser observada em criangcas e € mais
freqientemente associada a imunodeficiéncia (Diebold et al., 2001; Ferry,

2006).

Imunofenotipicamente, as células do LB expressam IgM de
membrana e antigenos da superficie celular préprios de linfocitos B (CD19,
CD20, CD22), além de CD10 e BCL-6, com negatividade para CD3, BCL-2,
CD5, CD23, deoxinucleotidil transferase (TdT) e IgD. O indice de
proliferacdo celular, avaliado através da detecg¢ao do antigeno Ki-67, € alto e
proximo de 100% (Chuang et al., 2007; Rodig et al., 2008). E importante
ressaltar que estudos tém demonstrado expressao variavel de CD10, BCL-6
e, ainda, expressao aberrante de BCL-2 (Frost et al., 2004; Cogliati et al.,

2006; Chuang et al., 2007; Chuang et al., 2008).

Todos os casos de LB, independentemente da forma clinica,
apresentam alteragdes citogenéticas envolvendo o gene C-MYC, no
cromossomo 8, na banda q24. A alteragdo mais comum, que ocorre em 80%
dos casos, ¢é a translocacgao reciproca t(8;14)(g24;q32), colocando o gene C-
MYC préximo ao gene da cadeia pesada de imunoglobulina (IGH). Em cerca
de 15% dos casos a translocagdo envolve o gene da cadeia leve kappa
[(t2;8)(2p11;8924)] e em cerca de 5% o gene da cadeia leve lambda

[(t8;22)(8924;22q11)] (Leder et al., 1983; Benchet al., 2007). E importante



ressaltar que a translocacdo t(8;14) foi a primeira translocagao
cromossOmica descrita em associagcdo com uma doenca linfoproliferativa e
pode ser detectada através de hibridizagao “in situ” por fluorescéncia - FISH
(Siebert et al., 1998). A familia MYC de proto-oncogenes esta envolvida em
varios processos celulares, incluindo proliferagao, diferenciacdo e apoptose.
Embora a desregulagdo do C-MYC desempenhe um papel fundamental na
tumorigénese do LB, o mecanismo exato de todo esse processo ainda nao
esta completamente esclarecido (Shiramizu et al., 1991; Kelly e Rickinson,

2007).

Ha consideravel heterogeneidade nas quebras
cromossémicas no LB, uma vez que na {(8;14) a quebra se da na regiao 5'
de C-MYC, enquanto que nas translocacdes t(2;8) e t(8;22) a quebra ocorre
na regidao 3' de C-MYC (Hsi e Gascoyne, 2007). Foram encontradas
diferencas no local de ruptura do cromossomo 8 entre as formas endémica e
esporadica de LB. No LB endémico a quebra ocorre distante de 5' de C-MYC
(mais de 100 kb das sequéncias codificatorias e regulatérias do gene) e a
quebra no locus da IGH ocorre dentro do segmento J (regido juncional). Nos
LB esporadico e associado ao HIV o ponto de ruptura, em geral, ocorre entre
os exons 1 e 2 do gene C-MYC e a jungdo no cromossomo 14 ocorre na
regiao “switch” (Barriga et al., 1988; Shiramizu et al., 1991). Estes achados
sugerem que a transformacédo neoplasica afeta células B em diferentes
estagios de maturagao (Shiramizu et al., 1991). Em ambos os casos, mesmo
que as sequéncias regulatdrias estejam intactas ou removidas pela

translocagao, a consequiencia € que o gene passa a ser regulado como um



receptor imune (Klumb, 2001). A figura 1 ilustra os pontos de quebra

cromossdmica no LB.

Diagrama 1
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Figura 1. Posi¢cdes de quebras cromossOmicas nas translocagdes t(8;14),
t(2;8) e 1(8;22). Os locais de quebra na t(8;14) no LB endémico, esporadico e
associado ao HIV s&o apresentadas. Diagrama 1: gene C-MYC no
cromossomo 8qg24. Diagrama 2: gene IGH no cromossomo 14q32.
Diagramas 3 e 4: rearranjos na t(8;14) no LB endémico e LB esporadico e
associado ao HIV, respectivamente. Diagramas 5 e 6: t(2;8) e {(8;22),
respectivamente

eBL, LB endémico; sBL, LB esporadico; HIV BL, LB associado ao HIV; Cyp,
regido constante da cadeia pesada; D, regido de diversidade; Eu, segmento
“‘enhancer”; J, regiao juncional; Sy, regiao “switch”. V, regiao variavel.

Fonte: Blum et al., 2004.



Gutiérrez et al. (1992) estudaram os padrdes de quebra
cromossdmica em LB na América do Sul, analisando casos oriundos do
Brasil, Chile e Argentina. Observou-se que a distribuicdo dos pontos de
ruptura do cromossomo 14 foi semelhante ao LB esporadico dos EUA.
Todavia, em relagdo ao cromossomo 8, observou-se que 41% dos casos
apresentaram pontos de ruptura em regido proxima ao 5 do C-MYC,
sugerindo a existéncia de um terceiro subtipo molecular de LB. Além disso,
nao se evidenciou associagao entre infecgcao pelo EBV e um local especifico
de quebra cromossdmica. Os motivos para a existéncia de diferentes pontos
de quebra cromossdmica em diferentes regides geograficas nao sao

totalmente conhecidos.

Os diagndsticos diferenciais do LB incluem outros linfomas
difusos de alto grau como por exemplo, o linfoma/leucemia linfoblastica
aguda e o linfoma de células do manto variante blastéide, que sao facilmente
diferenciados do LB pelas caracteristicas morfolégicas e imunofenotipicas:
expressao de TdT no linfoma linfoblastico/leucemia linfoblastica aguda e de
ciclina D-1 e CD5 no linfoma de células do manto (Hsi e Gascoyne, 2007). O
principal diagnéstico diferencial, contudo, € com o linfoma difuso de grandes
células B (LDGCB), uma vez que estas duas neoplasias podem apresentar
caracteristicas morfolégicas e imunofenotipicas superponiveis e, além disso,
a 1(8;14), caracteristica do LB, pode ser encontrada em 5 a 10% dos casos
de LDGCB (Leoncini et al., 2005; Haralambieva et al., 2005; Leich et al.,
2007). A distingdo entre estas duas entidades é de grande importancia

clinica, uma vez que os tratamentos sdo significativamente diferentes



(Rosenwald e Ott, 2008). Nos ultimos anos, a introdugao da tecnologia de
“microarray” permitiu que pesquisadores pudessem definir assinaturas
génicas das neoplasias. Estas assinaturas sao baseadas na expressao de
varios genes (Yustein e Dang, 2007). Recentemente, dois estudos
independentes (Hummel et al.,, 2006; Dave et al., 2006), empregando a
tecnologia de “microarray”, analisaram o perfil de expressdao génica para
estabelecer uma assinatura molecular do LB e, dessa forma, melhorar a
acuracia no diagnéstico do LB. Os dois estudos diferem em alguns aspectos,
mas apresentam conclusdes semelhantes: a) o perfil de expressdo génica
de casos classificados como LB estabelece uma assinatura molecular
caracteristica do LB que claramente o distingue do LDGCB; b) os critérios
diagnosticos atuais usados na distincdo entre LB e LCGCB ndo sao
totalmente adequados, uma vez que 17% (Dave et al., 2006) e 34%
(Hummel et al., 2006) dos casos com assinatura molecular de LB foram
inicialmente classificados como LDGCB ou linfoma B de alto grau néao
classificavel. Além disso, segundo Hummel et al. (2006), linfomas B de alto
grau sem assinatura génica de LB, mas apresentando rearranjo no gene C-
MYC apresentaram evolugao clinica desfavoravel. De acordo com Harris e
Horning (2006), os genes identificados na assinatura molecular do LB,
através da tecnologia de “microarray”, poderiam ser usados na pratica
diagndstica, através de FISH, reacao em cadeia da polimerase (PCR) ou por
métodos imunoistoquimicos (como CD44, MUM1/IRF4, TCL-1, HLA-1) e, em

ultima analise, para o desenvolvimento de terapias-alvo.
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1.3 MUM1/IRF4: funcdo, expressao em neoplasias linféides,

incluindo LB

O gene MUM1 (oncogene 1 do mieloma multiplo)//IRF4 (fator
4 regulador do interferon) foi identificado como um oncogene associado ao
mieloma e é ativado como resultado da translocacdo cromossémica
1(6;14)(p25;932). O produto desse gene pertence a uma familia de fatores de
transcricao reguladores do interferon e desempenha um importante papel na
proliferacdo e diferenciagdo celular. A deficiéncia de MUM1 resulta em
redugcdo dos niveis séricos de imunoglobulinas e diminuigdo da quantidade
de plasmocitos e células T ativadas (Tsuboi et al., 2000; Ponzoni et al.,
2007; Naresh, 2007). A expressao de MUM1/IRF4 é restrita a células
linféides e melanociticas (Natkunam et al., 2001; Ponzoni et al., 2007). Em
tecido linféide normal e reativo a expressdo de MUM1/IRF4 é observada em
plasmdcitos, em uma pequena fragao de células B localizadas na zona clara
do centro germinativo (com morfologia de centrocito) e também em células T
ativadas (Tsuboi et al., 2000; Falini et al., 2000). Dessa forma, a expressao
de MUM1/IRF4 corresponde a fase final de diferenciagdo das células B
intragerminal, estagio de centrocito, bem como aos passos subsequentes
para diferenciacdo em células plasmocitarias, podendo ser considerado
como marcador histogenético de célula B tardia intragerminal e de célula B
pds-germinal (Gaidano e Carbone, 2000; Carbone et al., 2001). E importante
ressaltar que, enquanto em células linféides B normais a expressado de

MUM1/IRF4 e da proteina BCL-6 é mutuamente exclusiva, as células
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tumorais em aproximadamente 50% dos LDGCB MUM1/IRF4 positivas,

coexpressam a proteina BCL-6 (Falini et al., 2000).

Nas neoplasias linféides, a expressdao para MUM1/IRF4 é
observada principalmente nos casos de mieloma multiplo/plasmocitoma,
linfoma linfoplasmacitico, linfoma de efusdo primaria (PEL), linfoma
plasmablastico, linfoma de Hodgkin forma classica, linfoma anaplasico de
grandes células CD30 positivo, linfomas foliculares, principalmente os de
grau 3, e em cerca de 75% dos casos de LDGCB (Tsuboi et al., 2000;
Carbone et al., 2000; Falini et al., 2000; Carbone et al., 2001; Natkunam et
al., 2001; Vegga et al., 2004; Naresh, 2007). Em relacédo ao LB, os trabalhos
iniciais analisam um numero bastante limitado de casos (Tsuboi et al., 2000;
Falini et al., 2000; Carbone et al., 2000; Natkunam et al., 2001).
Recentemente, Chuang et al. (2007, 2008) e Garcia et al*. (2008)
demonstraram expressao para MUM1/IRF4 em 18%, 23% e 39% dos casos

de LB analisados, respectivamente.*

1.4 EBV

O EBV, ou Herpesvirus humano 4, € um virus de DNA e
pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Gammaherpesvirinae. O EBV é

um microorganismo amplamente disseminado no ambiente. Mais de 90%

"Garcia M, Dickason TJ, Lin P, Medeiros LJ. (M.D. Anderson Cancer Ctr, Houston, TX). TCL-1, MUM-1
and CD23 in the differential diagnosis of Burkitt ymphoma and diffuse large B-cell lymphoma. [Poster.
2008 Annual Meeting United States and Canadian Academy of Pathology; Denver].
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dos adultos acima de 30 anos sao seropositivos para EBV e, nos paises em
desenvolvimento, esse percentual € identifcado antes dos 5 anos de idade
(Cohen, 2000; Rickinson, 2002; Klumb et al., 2004). O virus é secretado na
saliva e a infecgao ocorre por transmissao oral, geralmente no inicio da vida,
porém quando a infecgcao é retardada até a adolescéncia ou vida adulta,
freqientemente resulta no quadro clinico da mononucleose infecciosa
(Williams e Crawford, 2006; Sixbey et al., 1984;). O EBV esta classicamente
associado ao LB, principalmente a forma endémica e tem sido associado a
varias neoplasias em humanos, incluindo neoplasias hematopoiéticas
(linfomas B, T/NK e linfoma de Hodgkin), epiteliais (carcinoma indiferenciado
de nasofaringe, “subset” de carcinomas gastricos) e mesenquimais
(pseudotumor inflamatério do figado e do bacgo, e neoplasias de musculo liso

associadas ao HIV) (Rezk e Weiss, 2007).

O EBYV infecta os linfocitos B e induz a proliferagédo policlonal
de células B linfoblastéides que sao muito semelhantes a células de varios
linfomas B associados ao EBV (Farrel et al., 1997). Sao reconhecidos dois
padrées de infecgdao pelo EBV: a) a forma litica, ou replicativa, ocorre
episodicamente e se caracteriza pela liberagao de virions na circulagao; e b)
a forma latente, na qual o EBV se associa ao genoma das células B,
assumindo a forma epissomal, sem produgao viral. O genoma viral é
constituido de aproximadamente 100 genes que sao expressos durante a
replicagao, porém uma célula B com infecgao latente expressa um numero
limitado de genes: 6 proteinas nucleares (EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A, 3B,

3C e EBNA-LP), 3 proteinas latentes de membrana (LMP-1, LMP-2A e 2B),
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2 pequenos RNAs nao codificadores (EBER1 e EBER2) e transcritos de
RNA da regido BamHI-A. De acordo com o perfil de expressao de proteinas
virais, 3 tipos de programas de laténcia foram postulados, conhecidos como
tipo I, Il e lll. O LB esta classicamente associado a laténcia tipo I. A laténcia
tipo Il € observada nos linfomas de Hodgkin, PEL, linfoma de células T/NK e
carcinomas indiferenciados de nasofaringe. Ja a laténcia do tipo Il é
observada nos casos de doenga linfoproliferativa pds-transplante. Esta
reducdo de proteinas virais durante a laténcia viral dificulta o
reconhecimento das células infectadas pelos mecanismos de defesa do
sistema imunoldgico (Rezk e Weiss, 2007; Deyrup, 2008). A tabela 1
apresenta o perfil de expressado protéica viral do EBV em cada um dos

programas de laténcia.

Tabela 1 - Perfil de expressao das proteinas virais do EBV nos diferentes
programas de laténcia — Fonte: Deyrup, 2008

LATENCIA TIPO | LATENCIA TIPO Il LATENCIA TIPO llI

EBER1 EBER1 EBER1

EBER2 EBER2 EBER2

EBNA-1 EBNA-1 EBNA-1

EBNA-2

EBNA-3
LMP-1 LMP-1

LMP-2 LMP-2

Dois tipos de EBV tém sido reconhecidos, de acordo com a
organizagado dos genes EBNA-2, 3A, 3B e 3C: EBV do tipo A (ou tipo 1) e
EBV do tipo B (ou tipo 2). Estes diferentes subtipos de EBV apresentam

distribuicbes geograficas distintas. O EBV do tipo A € mais comum nas
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populacdes dos paises desenvolvidos, correspondendo ao subtipo viral mais
frequentemente demonstrado no sangue periférico, sendo de 3% o
percentual de individuos portadores de EBV do tipo B nessas regides. Por
sua vez, a prevaléncia de EBV do tipo B encontra-se aumentada em
pacientes com SIDA e em regides na qual a malaria € endémica. Estudos
tém demonstrado alta prevaléncia dos dois tipos de EBV no LB endémico
(Young et al., 1987; Chen et al., 1996; Deyrup, 2008) e predominio de EBV

do tipo A em LB nos EUA (Goldschmidts et al., 1992).

Recentemente, Bellan et al. (2005), através da analise de
IGH, demonstraram a existéncia de dois tipos de células distintos de origem
para os LB EBV positivos e LB EBV negativos. Os casos de LB EBV
negativos apresentaram uma menor frequencia de mutagdes, indicando uma
origem em centoblasto precoce para os casos de LB esporadicos. Por outro
lado, os casos de LB associados ao EBV apresentaram uma freqliencia
maior de mutagdes e sinais de selec¢ao antigénica, indicando uma origem em
célula B tardia intragerminal (zona clara do centro germinativo), que iniciou
processo de diferenciacao para células B de meméoria, para os casos de LB
endémicos e associados ao HIV. A figura 2 exemplifica os dois tipos
celulares de origem dos LB EBV positivos e EBV negativos propostos por

Bellan et al.
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Centroblasto precoce Célula de memodria

Zona escura

o° e o 9
i ) | B
= P
Zona clara

LB EBV positivo

'y

Centro germinativo

LB EBV negativo

Figura 2. Representacdo esquematica dos tipos celulares de origem dos LB
EBV positivos e EBV negativos segundo Bellan et al. (2005)

1.5 LB no Brasil

Ha poucos estudos sobre a incidéncia do LB no Brasil e a
exata situagéo epidemioldgica continua ainda pouco compreendida. Todavia,
0 pais tem sido considerado como uma regido de incidéncia intermediaria
entre o LB endémico e o LB ocorrendo em regides desenvolvidas como EUA

e Europa (Diebold et al., 2001; Kelly e Rickinson, 2007; Hassan et al., 2008).

Em 1968, Fagundes et al. descreveram 20 casos de linfoma
em criangas no Rio Grande do Sul com caracteristicas morfolégicas de LB, a
maioria em localizagdo abdominal. Marigo et al. (1969), estudando
neoplasias infantis, estimaram que a incidéncia do LB no Brasil correspondia
a 13% de todos os linfomas sdlidos e a 2,5% de todos os tumores malignos

encontrados em criancas brasileiras.
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Estudos mais recentes sobre o LB no Brasil analisam
aspectos citogenéticos, clinicos e epidemioldgicos do LB, bem como a
associagao com o EBV em regides geograficas especificas do pais e com
énfase em populagcdo pediatrica. Todavia, ndo ha estudos envolvendo
grande numero de pacientes e englobando todas as regides geograficas do
Brasil. Além disso, a analise dos subtipos de EBV, através de PCR, revela
maior prevaléncia de EBV do tipo A, variando de 74 a 93% (Chen et al.,
1996; Araujo et al., 1996; Klumb et al., 2004; Hassan et al., 2006; Hassan et
al., 2008). A tabela 2 apresenta os trabalhos publicados sobre LB no Brasil,
com numero de casos avaliados, regido geografica e freqlencia de

associacdo com o EBV.

Tabela 2 - Publicagbes sobre LB no Brasil

REFERENCIA REGIAO NUMERO DE ASSOCIAGAO

GEOGRAFICA CASOS' COM EBYV (%)
Araujo et al. (1996) Nordeste 54 87%
Sandlund et al. (1997) Nordeste 11 73%
Gutiérrez et al. (1992) Sudeste 12 58%
Bacchi et al. (1996) Sudeste 24 71%
Klumb et al. (2004) Sudeste 29 72%
Hassan et al. (2008) Sudeste 54 61%
Pizza et al. (2008) Sudeste 50 66%
Haralambieva et al. Sul 10 50%

(2004)

"Refere-se ao niimero de casos analisados para deteccdo do EBV

Sandlund et al. (1997), apesar de realizarem a pesquisa de

infeccao pelo EBV em apenas 11 casos de LB, revisaram 98 casos de LNH
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em criangas e adolescentes do Recife, dos quais 92 eram LB, e concluiram

que o LB é o linfoma mais freqlente em criangas do Nordeste do Brasil.

1.6 Proteinas p53 e p63

O gene TP53 é um gene supressor tumoral, esta localizado
no brago curto do cromossomo 17 (17p13) e codifica uma fosfoproteina de
53 Kd que tem papel fundamental na manutengao da integridade do genoma
ap6s o dano do DNA, pois bloqueia a célula na fase G1 do ciclo celular,
permitindo o reparo ou levando a morte celular por apoptose. Assim,
mutacgdes do gene TP53 podem ter consequencias importantes para sua
fungcdo supressora tumoral, permitindo a replicagdo de células com
alteragdes genéticas (Martinez-Delgado et al., 1997). Alteragdes do gene
TP53 estao presentes em amplo espectro de neoplasias malignas humanas,
incluindo neoplasias hematopoiéticas (Wada et al., 1993). Contudo estudos
moleculares indicam que mutagdes do gene TP53 nao estdo associadas de
maneira genérica com os linfomas, mas de forma peculiar com certas
entidades, como o LB, sindrome de Richter no linfoma/leucemia linfocitica
cronica, LDGCB, além de linfoma de células do manto (Gaidano et al., 1991;
Koduru et al., 1997). Mutacdes do gene TP53 tém sido descritas em 30%
dos LB endémicos e em cerca de 70% das linhagens celulares derivadas de
LB (Gaidano et al., 1991; Bhatia et al., 1992). A detecgédo da proteina p53,

através de estudo imunoistoquimico, é freqlientemente observada em LNH,
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especialmente nos de alto grau (Villuendas et al., 1992). Todavia, trabalhos
tém demonstrado que em alguns LNH de alto grau a expressao
imunoistoquimica da proteina p53 nao reflete necessariamente a presenca
de mutacdo génica e vice-versa (Klumb et al., 2004; Kocialkowski et al.,

1995).

O gene TP63, homologo aos genes TP53 e TP73, localiza-
se no braco longo do cromossomo 3 (3q27-28), codifica multiplas isoformas
com varias atividades biolégicas e, do ponto de vista funcional, apresenta
similaridades e diferengas com o gene TP53. A isoforma TAp63 transativa
genes alvos do TP53 e induz apoptose, apresentando atividade supressora
tumoral. A isoforma Ap63, de maneira oposta, apresenta atividades
oncogénicas (Nylander et al., 2002; Flores, 2007). Em tecidos normais, a
expressao da proteina p63, restrita ao nucleo, € observada no epitélio
escamoso, no epitélio transicional, nas células basais da prostata, nas
células mioepiteliais da mama, no epitélio reticular do timo e também em
subpopulagao de linfocitos do centro germinativo de linfonodos (Di Como et
al.,, 2002; Park e Oh, 2005). Nas neoplasias linféides, a expressao da
proteina p63 tem sido descrita em 32% a 53% dos casos de LDGCB, em
22% a 29% dos linfomas foliculares, em até 44% dos linfomas anaplasicos
de grandes células CD30 positivos, e em casos isolados de linfoma da zona
marginal, linfoma/leucemia linfoblastica aguda e linfoma de células T/NK (Di
Como et al., 2002; Park e Oh, 2005; Hedvat et al., 2005; Gualco et al., 2008).

Ha escassas informacgdes na literatura sobre a expressido dessa proteina no
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LB. Park e Oh (2005) avaliaram 3 casos de LB e ndo observaram expressao

para proteina p63.

1.7 Herpesvirus humano 8 (HHV-8)

O Herpesvirus humano 8 (HHV-8), também conhecido como
Herpesvirus humano associado ao sarcoma de Kaposi (KSHV) foi
identificado em 1994 por Chang et al. e, atualmente, ja foi detectado em
todas as formas do sarcoma de Kaposi, independente da associagao com o
HIV. O HHV-8 é um virus de DNA e pertence a familia Herpesviridae,
subfamilia Gammaherpesvirinae, da qual também fazem partes o EBV e o
Herpesvirus saimiri. Os herpesvirus gama sao linfotropicos e promovem o
aparecimento de células linféides atipicas com elevada capacidade de
proliferacao celular (Cesarman et al., 1996). O genoma do HHV-8 possui 96
sequencias abertas para leitura (ORF), das quais 13 codificam produtos
homodlogos a proteinas humanas envolvidas na regulagdo do ciclo celular,
transducao de sinais e inibicdo da apoptose (Cesarman e Knowles, 1999;

Jarviluoma e Ojala, 2006).

Além do sarcoma de Kaposi, o HHV-8 tem sido identificado
na doenca de Castleman multicéntrica (MCD) (Soulier et al., 1995), no
linfoma plasmablastico associado a MCD (Du et al., 2001), na desordem
germinotropica linfoproliferativa (Du et al., 2002), no PEL (Cesarman et al.,

1995; Carbone et al., 2000), além de PEL extracavitario (Chadburn et al.,
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2004). E importante ressaltar que a co-infeccdo EBV/HHV-8 é comumente

observada nos casos de PEL (Laurent et al., 2008).

Na literatura ha poucos estudos analisando a associagao do
HHV-8 em LB. Em regides da Africa nas quais o sarcoma de Kaposi é
endémico e onde sao observadas altas taxas de seroprevaléncia para o
HHV-8, Lazzi et al. (1998, 2006) estudaram, respectivamente, 29 e 16 casos
de LB e Tao e Ambinder (1999) avaliaram 10 casos de LB e nao detectaram
infeccao pelo HHV-8. Mais recentemente, Chuang et al. (2007) também néao

detectaram infeccao por HHV-8 em 28 casos de LB.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como obijetivos:

1. Avaliar as caracteristicas clinicas (sexo, idade, localizagao
anatbmica, infecgcao pelo HIV) e morfolégicas de um grande numero de
casos bem caracterizados de LB em pacientes adultos e pediatricos

provenientes das 5 regides geograficas do Brasil;

2. Avaliar a freqliencia de associagao com o EBV através de
hibridizagao “in situ” (HIS), bem como realizar a subtipagem do EBV através

de PCR;

3. Avaliar, através de estudo imunoistoquimico, a expressao

das proteinas p53, p63 e de MUM1/IRF4;

4. Investigar a presenca de infecgcao pelo HHV-8 (KSHV) em

casos de linfoma de Burkitt através de estudo imunoistoquimico e de PCR.
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3 METODOS

3.1 Selecéo de casos e delineamento do estudo

O grupo de estudo incluiu casos consecutivos de LB
diagnosticados através de avaliagdo histopatolégica e imunoistoquimica
entre junho de 1997 e dezembro de 2007 na Consultoria em Patologia. A
Consultoria em Patologia é laboratorio de referéncia em Anatomia Patologica

com unidades em S&o Paulo e Botucatu, SP.

Foram levantados dos arquivos da Consultoria em Patologia
595 casos com diagndstico de LB ou de LNH de células B de alto grau
sendo LB um dos principais diagnésticos diferenciais. Noventa e nove casos
foram eliminados devido a indisponibilidade dos blocos de parafina no
arquivo. Inicialmente, foram confeccionados 6 blocos de “array” de tecido,
com os casos selecionados até maio de 2007, totalizando-se 446 casos. Em
seguida, foi realizado estudo imunoistoquimico e apods avaliagdo dos
resultados, os casos BCL-2 positivos e/ou CD10 negativos, num total de
135, foram excluidos. Aos 311 casos remanescentes foram acrescidos mais
50 casos, estes selecionados no periodo de junho a dezembro de 2007,
resultando em 2 blocos adicionais de “array” de tecido. Nestes 361 casos,
analisamos o rearranjo do gene C-MYC através da técnica de FISH. Apés a
analise dos resultados de FISH foram excluidos outros 127 casos por

apresentarem resultados inconclusivos ou inconsistentes com o diagndstico
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de LB segundo os critérios relatados no item 3.8. Desta forma, a populagao
final, avaliada nesse estudo, corresponde a 234 de LB. A figura 3 apresenta

o fluxograma para selecao dos casos.

545 casos de LNH
consistentes com LB
Junho/1997 a
Maio/2007

Exclusao de 99 casos sem
blocos de parafina

446 casos - 6 blocos
de TMA

IHQ - Exclusao de 135
casos CD10 - e/ou BCL2 +

311 casos

50 casos de LB
2 blocos de TMA >
Junho a Dez/2007

361 casos

FISH-CMYC Breakapart
Exclusao de 127 casos

Populagao Final
234 casos de LB

Figura 3. Fluxograma da selegcao de casos
IHQ, imunoistoquimica
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O presente estudo teve seu Protocolo de Pesquisa (441/05)
aprovado pela Comissdo de Etica para andlise de Projetos de Pesquisa

(CAPPesq) em 22 de junho de 2005 (vide Apéndice).

3.2 Levantamento de informacgdes clinicas

Informagdes como sexo, idade do paciente no momento do
diagnodstico, localizagao anatbmica da neoplasia, infeccdao pelo HIV e
cidade/estado/regido geografica de procedéncia, foram obtidas dos relatorios
anatomopatoldgicos, através de contato telefébnico e correspondéncia com
os medicos assistentes ou com o patologista consultante. Foram
considerados pediatricos os casos com idade até 16 anos (<16) e adultos os
casos com idade superior a 16 anos. Para a determinagcdo da regiao
geografica, consideramos a localizagao do servigo responsavel pelo envio do

Caso.

3.3 Avaliacao morfologica

As laminas histolégicas de 3 ym de espessura, disponiveis
nos arquivos da Consultoria em Patologia, obtidas com micrétomo
histolégico e coradas em hematoxilina-eosina foram reavaliadas e tiveram

areas selecionadas para a confecgao dos blocos de “array” de tecido.
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A subclassificagdo morfoloégica de cada um dos casos foi
realizada segundo os critérios da OMS (Diebold et al., 2001) que, como
descrito anteriormente, reconhece além da forma classica, duas variantes
morfolégicas: a) LB atipico/Burkitt-simile; e b) LB com diferenciacéo

plasmacitéide.

3.4 Construgdo dos blocos de “array” de tecido (“tissue

microarray” - TMA)

No total foram construidos 8 blocos de parafina do tipo
“array” de tecido (TMA) utilizando-se um “arrayer’ de tecido bioldgico
produzido pela Beecher Instruments, Sun Prairie, EUA (Figura 4). Essa
técnica permite a inclusdo de grande numero de casos em um mesmo bloco
de parafina, que ficam representados por cilindros de tecidos, cujo didmetro
pode variar de 0,6 a 2,0 mm, espagados entre si a uma distancia de 1,0 mm,
tanto na horizontal quanto na vertical. No presente trabalho, cada caso foi
representado por 3 cilindros de tecido consecutivos obtidos a partir dos
blocos de parafina “doadores” (blocos originais contendo a neoplasia), com
diametro de 0,6 mm. A retirada dos cilindros do bloco de parafina “doador” e
sua inclusao no bloco de parafina “receptor” (bloco de TMA) é realizada com
a ajuda de agulhas especiais. Os cilindros ou amostras de todos os casos
incluidos no estudo foram distribuidos num total de 8 blocos receptores

(Figura 5), numerados de 1 a 8, obedecendo-se ao mapa de TMA (Figura 6).
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A quantidade de casos em cada um dos blocos variou de 19 a 84. Esse
mapa registra a disposi¢cao dos casos nos blocos, permitindo a identificagao
dos mesmos para a interpretagdo dos resultados. Além dos casos em
estudo, cada bloco de TMA também apresentou tecidos-controle adequados
para a avaliacdo dos anticorpos empregados no estudo imunoistoquimico,
bem como para as reacdes de hibridizagao “in situ” (HIS) e FISH. Dois
cilindros de tecido-controle estavam dispostos consecutivamente na linha 8

dos mapas e blocos de TMA.
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Figura 4. Fotografia do “array” de tecido utilizado na construgdo dos blocos
de TMA

Figura 5. Exemplo de bloco de parafina “receptor” (bloco de TMA)
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Mapa para Tissue microarray (TMA)

Responsavel: Técnico: Data: 22ai2008 (sex)
Descrigio:

Densidade: | amostras repetidas || vezes fiotal de O clindros) | Dimetro dos cilindros: [ 0,6mm I 1,0mm 31,5mm O 2,0mm | Espagamentos: x = 1.00mm; y = 1,00mm |

4
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Figura 6. Mapa de TMA. Exemplo de mapa utilizado para a orientagdo da
inclusdo dos casos nos blocos de TMA e, posteriormente, a identificagao dos
casos para a interpretacao dos resultados obtidos

3.5 HIS para EBV

Para a realizacdo da HIS foi utilizada sonda DNA de
oligonucleotideo biotinilado de 30 bases, complementar ao segmento do
gene EBER1. Essa regidao do genoma do EBV é ativamente transcrita (até
10" copias por célula) em células com infeccdo latente (Glickman et al.,
1988). A sonda foi obtida comercialmente da Invitrogen (Sao Paulo, Brasil) e
apresenta a seguinte sequéncia: 5' AGA CAC CGT CCT CAC CAC CCG

GGA CTT GTA 3.
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Os cortes histolégicos de 3 um de todos os blocos de TMA
foram colocados sobre Iaminas com adesivo poli-D-lisina (Sigma, St. Louis,
EUA, Cod. P7886) e mantidos em estufa a 60° C por periodo noturno de
aproximadamente 12-18 horas. A seguir, as laminas foram desparafinadas e
hidratadas de maneira rotineira. Seguiu-se a disgestdao enzimatica com
Pronase (Sigma, St. Louis, EUA). Apds acréscimo da sonda para deteccgao
do EBV (concentracdo final: 0,25 ng/ul), os cortes foram mantidos em
camara Umida a 37° C em periodo noturno de aproximadamente 12-18
horas. A revelagdo da reacdo foi realizada utilizando-se solugdo de 3,3’
diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, EUA, Cdd. D5637 1 mg/mL + Tris-
HCI 1M pH 7,4), a contracoloragao com hematoxilina de Mayer e montagem
com resina histoldégica Permount® (Fischer Scientific, Pittsburgh, EUA, Céd.
SP15-500). A leitura das reacdes foi realizada ao microscopio éptico comum.
Células revelando positividade quanto a presengca do EBV apresentam
marcagao nuclear, resultado da precipitagdo do cromdgeno nos sitios de
ligacdo da sonda ao RNA viral. Os controles positivos para a reacado foram
incluidos nos blocos de TMA e foram representados por um caso de linfoma

de Hodgkin classico e um caso de LB.

3.6 Imunoistoquimica

Para a realizagao do estudo imunoistoquimico foram obtidos,

de cada um dos blocos de TMA, cortes histolégicos seriados com espessura
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de 3 pm, utilizando-se microtomo histolégico. Foi avaliada a expresséao
imunoistoquimica de CD20, CD3, CD10, CD5, CD23, TdT, do antigeno de
proliferacao celular Ki-67, PAX-5, LMP-1, MUM1/IRF4, das proteinas BCL-2,
BCL-6, p53 e p63 e do antigeno nuclear associado a laténcia (LANA-1) do

HHV-8.

Os cortes histolégicos foram dispostos em |aminas de vidro
previamente tratadas com o adesivo poli-D-lisina (Sigma, St. Louis, EUA,
Cod. P7886) e mantidos a 60° C em estufa por 4 horas. A seguir, foi
realizada a desparafinacdo com banhos sucessivos de xilol, passagem em
alcool etilico absoluto e lavagem com solugao salina tamponada (PBS), com
bloqueio da atividade endégena com solugao de H,O, a 3%. Os métodos de
recuperacao de epitopos utilizados variaram de acordo com o antigeno em
investigacao: pelo calor em panela de pressao (proteinas p53 e p63,
antigeno de proliferagao celular Ki-67, LANA-1 e TdT), forno de microondas
caseiro (CD20, CD5, CD23 e BCL-2), vaporizador (CD3, CD10, PAX-5, LMP-
1 e MUM1/IRF4) ou por método enzimatico (tripsina 0,1% para proteina
BCL-6). Para os marcadores CD20, CD3, CD10, CD5, CD23, LMP-1,
antigeno Ki-67, BCL-2, proteinas p53 e p63, LANA-1 e MUM1/IRF4, as
laminas foram incubadas em solucao de citrato 0,01M pH 6,0 e para TdT as
ldminas foram incubadas em solucdo de EDTA 0,001 M pH 8,0. Apds a
recuperacao dos epitopos, as laminas foram incubadas com os anticorpos
primarios em periodo noturno de aproximadamente 12-18 horas a 4° C na
diluicdo apropriada. Apds nova lavagem em PBS, foram incubadas por 60

minutos com o0s respectivos anticorpos secundarios. Seguiu-se a utilizagao
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dos sistemas de deteccdo conforme instrugdes do fabricante (Novolink
Polimero, Novocastra, Newcastle upon Tyne, Reino Unido, Céd. 7161, para
CD10, antigeno de proliferacao celular Ki-67, PAX-5, LMP-1, MUM1/IRF4,
BCL-6 e proteina LANA-1 do HHV-8; ABC Elite, Vector, Burklingame, EUA,
Cod. PK-6100, para CD20, CD3, CD5, CD23 e BCL-2; Envision Rabbit,
DAKO, Carpinteria, EUA, Cod. K4003 para TdT; e Envision Mouse, DAKO,
Carpinteria, EUA, Cod. K4001, para proteinas p53 e p63). A finalizagao foi
feita com tratamento por solugdo de 3,3" diaminobenzidina (DAB, Sigma, St.
Louis, EUA, Céd. D5637 1 mg/mL + Tris-HCI 1M pH 7,4) acrescida de H,0
(concentragao final 0,2%), contracoloragdo com hematoxilina de Mayer e
montagem com resina histoldgica Permount® (Fischer Scientific, Pittsburgh,
EUA, Cdéd. SP15-500). Os detalhes sobre estes antigenos/anticorpos

secundarios, diluicao e fabricantes estao especificados na Tabela 3.

Os resultados foram avaliados em microscépio Optico
comum. Todas as imunocoloragdes empregadas, com excegao da proteina
p63, MUM1/IRF4 e LANA-1, foram interpretadas como positivas ou
negativas (positiva se >10% das células neoplasicas apresentassem
imunocoloragdo acastanhada na localizagdo antigénica esperada para o
anticorpo utilizado). Em relagdo a proteina p63, um caso foi considerado
positivo quando >5% das células neoplasicas expressaram o marcador. Os
casos foram divididos em quatro grupos de acordo com a quantidade de
células positivas: escore 0 (negativo; <5%), escore 1+ (>5 até 10%), escore
2 (>10 até 50%) e escore 3+ (>50%), de acordo com Gualco et al. (2008). A

avaliagcdo do indice de proliferacdo celular pelo antigeno Ki-67 foi
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determinada pela semiquantificagdo em porcentagem (%) de nucleos de
células neoplasicas imunocoradas, variando de 0 a 100%. Para o marcador
LANA-1, consideramos positivo o padrao nuclear granular (puntiforme)
caracteristico. Em relacdo ao MUM1/IRF4, um caso foi considerado positivo

quando >20% das células neoplasicas apresentaram marcag¢ao nuclear.

Os tecidos-controle incluidos nos blocos de TMA foram:
tonsilas palatinas com hiperplasia linféide folicular reativa, para os
marcadores CD20, CD3, CD10, CD5, CD23, BCL-6, BCL-2, antigeno Ki-67,
PAX-5, MUM1/IRF4 e proteina p63 (epitélio escamoso da tonsila); um caso
de linfoma linfoblastico, para TdT; um caso de linfoma de Hodgkin classico
(EBV positivo), para LMP-1 e um caso de LB (EBV positivo). Para a
avaliacao das proteinas p53 e LANA-1 foram utilizados como controle,
respectivamente, um caso de carcinoma ductal invasivo da mama positivo
para p53 e um caso de sarcoma de Kaposi, estes nao incluidos nos blocos

de TMA.
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Tabela 3 - Especificacbes dos antigenos, clones dos anticorpos primarios,
suas diluigdes e respectivos fabricantes empregados no estudo
imunoistoquimico

ANTIGENO CLONE DILUICAO FABRICANTE
CD20 L26 1:1.200 DAKO
CD3 SP7 1:200 Neomarkers
CD10 56C6 1:100 Novocastra
BCL-6 PG-B6P 1:100 DAKO
BCL-2 124 1:400 DAKO
Ki-67 MIB-1 1:4.800 DAKO
TdT Polyclonal 1:1.600 DAKO
PAX-5 24 1:400 Neomarkers
LMP-1 CS1-4 1:500 DAKO
CD5 4C7 1:150 Novocastra
CD23 SP23 1:400 Neomarkers
MUM1/IRF4 MUM1P 1:1.200 DAKO
Proteina p53 DO-7 1:2.000 DAKO
Proteina p63 4A4 1:300 Neomarkers
LANA-1 LN-53 1:30.000 Ad. Biotechnologies

Ad: advanced

DAKO (Carpinteria, EUA); Neomarkers/Lab Vision (Fremont, EUA);
Novocastra (Newcastle upon Tyne, Reino Unido); Advanced Biotechnologies
(Columbia, EUA).
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3.7 PCR

3.7.1 Extracdo do DNA

Foram obtidos cortes do tecido fixado em formalina e
incluido em parafina, utilizando-se micrétomo histolégico (exclusivo para
processamento de amostras para PCR), tomando-se todos os cuidados
necessarios para se evitar contaminagdo cruzada. Os cortes foram
acondicionados em tubos de microcentrifuga devidamente identificados,
sendo entdo submetidos a desparafinagcdo em banhos repetidos com xilol,
desidratacdo com etanol 100% e secagem do material em banho seco. A
digestao do material e purificacdo do DNA foi realizada conforme Howe et al.

(1997).

A qualidade do DNA extraido foi avaliada através de PCR,
utilizando—se um conjunto de iniciadores-controles que amplificam produtos
de 100, 200, 300, 400 e até 600 pares de bases (bp), dependendo da

integridade do DNA obtido, segundo van Dongen et al. (2003).
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3.7.2 Deteccédo do HHV-8

A pesquisa de infeccao pelo HHV-8, através de PCR, foi
realizada em 32 casos de LB, sendo 9 HIV positivos e 23 HIV negativos. Dos

32 casos estudados, 13 foram EBV positivos.

Para a detecgdo do HHV-8 utilizou-se iniciador KS330
(sense AGCCGAAAGGATTCCACCAT e anti-sense
TCCGTGTTGTCTACGTCCAG), previamente descrito na literatura (Chang et
al.,, 1994), cujo “amplicon” corresponde a um segmento de 233 pb da
sequéncia aberta para leitura 26 (ORF26). Para cada reacao foi considerado
um volume de 25 pL contendo uma mistura de 100 ng de DNA do caso em
estudo, 0,3 umol/L do iniciador KS330, 0,2 mmol/L de dNTP, 2,5 pL de
tampao, 1,25 U de Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad,
EUA) e 3,0 mmol/L de MgCl,. A PCR foi iniciada em termociclador MJ
Research PTC-200 (Global Medical Instruments, Ramsey, EUA), com
desnaturagao inicial a 95° C por 2 minutos, 35 ciclos de 30 segundos a 93°C,
anelamento a 60°C por 25 segundos, extensdo a 72 °C por 30 segundos,

com extensao final a 72° C por 5 minutos, conforme Pak et al. (2005).

Os controles positivos utilizados foram: caso de sarcoma de

Kaposi e caso de LNH de imunofendtipo B (ndo Burkitt) associado ao HIV.
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3.7.3 Subtipagem do EBV

A subtipagem do EBV, através da amplificacdo da regiao
EBNA2 do genoma viral, foi realizada nos 123 casos de LB-EBV positivos
pela ISH. Foram utilizados dois iniciadores na regiago EBNA2 (E2 “up” 5'-
AGGCTGCCCACCCTGAGGAT-3' e E2 “low” 5'-
GCCACCTGGCAGCCCTAAAG-3"), permitindo a amplificacdo de produto de
170 pb para o EBV do tipo A e de 186 pb para o EBV do tipo B. Alguns
casos foram submetidos a reagcdo de PCR “semi-aninhado” (seminested
PCR) utilizando-se o0s iniciadores E2 “up” e E2R “low” (5'-
GCTGCCACCTGGCGGAAT-3") permitindo a amplificagdo de produtos de
111 pb e de 127 pb para os tipos A e B de EBV, respectivamente. Para cada
reacao foi considerado um volume de 25 pyL contendo uma mistura de 100
ng de DNA do caso em estudo, 0,2 umol/L dos iniciadores, 0,2 mmol/L de
dNTP, 2,5 pL de tampéo, 1,25 U de Platinum Tag DNA polimerase
(Invitrogen, Carlsbad, EUA) e 1,5 mmol/L de MgCl,. A PCR foi iniciada em
termociclador MJ Research PTC-200 (Global Medical Instruments, Ramsey,
EUA), com desnaturagao inicial a 96° C por 2 minutos, seguidos de 35 ciclos
de amplificagdo (30 segundos a 96°C, 30 segundos a 60°C e 1 minuto a
72°C), com extensao final a 72°C por 10 minutos, conforme Araujo et al.

(1996).

Todas as reacdes foram analisadas em corrida eletroforética

em gel de poliacrilamida 7% corado pelo método de impregnacéo pela prata.
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3.8 FISH

A técnica de FISH foi empregada para a deteccao de
rearranjo no gene C-MYC (89g24) em cada um dos blocos de TMA utilizando-
se o sistema de detecgdo LSI® MYC Dual Color Break Apart Rearrangement
Probe, Cod. 32-191096 (Vysis, Abbott Molecular, EUA), que é constituido
por 2 sondas separadas (5' SpectrumOrange™ e 3' SpectrumGreen™) que

abrangem as regides de quebra comuns no LB (Figura 7).

Cortes de 3 um de espessura, obtidos por microtomo
histolégico a partir de blocos de TMA, foram dispostos em laminas de vidro e
submetidos, nessa ordem, a desparafinacdo em xilol, hidratagcdo em alcool
etilico absoluto, tratamento acido em 0,2 N HCI, lavagem em agua, pré-
tratamento com tiocionato de sdédio 8,1 %, lavagem em agua e solugao de
cloreto de sédio 3 M + citrato de sddio 0,3 M (pH 5,3), digestdo enzimatica
em pepsina 0,8% e lavagem em agua e solugao de cloreto de sédio 3 M +
citrato de sddio 0,3 M (pH 5,3). A seguir, adicionou-se a sonda de forma a
cobrir toda a superficie do corte histolégico de TMA representado na lamina,
com colocagao posterior da laminula. As laminas foram submetidas, entao,
ao processo de desnaturacéo e hibridizagado pelo calor por periodo noturno
de aproximadamente 12-18 horas apods a incubagdo com a sonda. No dia
seguinte, as laminas foram lavadas em solugdo de cloreto de sédio 3 M +
citrato de sddio 0,3 M (pH 5,3) e as laminulas retiradas. A seguir, as laminas
foram lavadas em solugcdo pods-hibridizagao pré-aquecida, constituida por

cloreto de sédio 3 M + citrato de sddio 0,3 M (pH 5,3) e NP-40 0,3% (Cod.
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30-804820, Vysis, Abbott Molecular, Des Plaines, EUA), contracoradas com
DAPI em “Fluorguard Anfitade” (Céd. F201/F202 e Cod. F001, Insitus,

Albuquerque, EUA) e montadas com laminula.
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Figura 7. Mapa da sonda LSI® MYC Dual Color Break Apart Rearrangement
Probe (Vysis, Abbott Molecular) utilizada no FISH. Fonte:
http://www.abbottmolecular.com/LSIMYCDualColorBreakApartRearrangeme

ntProbe 5405.aspx

A analise morfométrica quantitativa foi realizada em um
microscopio de fluorescéncia Zeiss Axio Imager M1 (Carl Zeiss AG,
Alemanha) com filtros apropriados para o espectro dos sinais observados
(Chroma Technology GmbH, Alemanha), acoplado a um computador PC
(Dell Optiplex, EUA) com os programas Isis e Metafer 4 (Metasystems,
Altlussheim, Alemanha) (Figuras 8 e 9). Dessa forma, uma célula normal,
sem rearranjo envolvendo o gene C-MYC, apresenta dois sinais verdes e
dois sinais laranjas fusionados (Figuras 10A). Por sua vez, uma célula com

ponto de quebra no gene C-MYC, como no LB, caracteriza-se por apresentar
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um sinal verde separado de um sinal laranja e um sinal verde e um sinal
laranja unidos (figura 10B). O sistema Metasystems tem a habilidade de
analisar a distancia 3D entre estes sinais e os quadrados (“tiles”) que
apresentam a separagao entre um sinal verde e laranja com distancia maior
do que 10 pixels sado considerados positivos e a porcentagem desses
quadrados (“tiles”) é calculada e comparada com o grupo controle. Neste
estudo, foram utilizadas como controles tonsilas palatinas sem o rearranjo
em questdo. Assim, um caso é considerado positivo para a presencga do
rearranjo do gene C-MYC quando a porcentagem de quadrados (“tiles”)
positivos calculada é 3 vezes superior a média do grupo controle negativo. A
média do grupo controle negativo foi de 0,73%. Portanto, o ponto de corte

estabelecido no estudo foi de 2,19%.

Figura 8. Fotografia do sistema Zeiss-Metasystems utilizado para a analise
dos resultados do FISH
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Metaferd

Figura 9. Fotografia da tela do programa Metafer 4, utilizado para
quantificacdo dos sinais fluorescentes na técnica de FISH

Figura 10. Fotomicrografias de casos avaliados com a sonda LSI® MYC Dual
Color Break Apart Rearrangement Probe. A: controle negativo (tonsila
palatina) apresentando sinais verdes e laranjas unidos. B: caso de LB
apresentado um sinal verde e um sinal laranja separados e fusdo de sinal
verde com sinal laranja, indicando a presenca de rearranjo do gene C-MYC
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3.9 Analise dos resultados

As médias de idade em cada uma das regides geograficas
foram comparadas utilizando a técnica de Analise de Varidncia, com
estatistica F-Fischer. Quando foi detectada diferenga significativa, intervalos
simultaneos de Bonferroni foram ajustados para identificacdo de diferencas

significativas entre as médias. O coeficiente utilizado foi de 95%.

A associacao entre duas variaveis foi avaliada através da
estatistica Qui-quadrado de Pearson. O nivel de significAncia adotado nesse
estudo foi de 5%. Para todos os testes, o nivel descritivo foi calculado e
apresentado, possibilitando identificar os casos onde ha forte indicio de

associagao (Sankoh et al., 1997).

Um modelo de regressao logistica multinomial (MRLM) foi
ajustado para avaliagéo dos casos de LB associados ao HIV, considerando o
estado de portador do HIV como variavel resposta, a idade como co-variada

e 0 sexo e infecgao pelo EBV como fatores fixos.
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4 RESULTADOS

4 1 Caracteristicas clinicas

Dos 234 casos de LB selecionados para o estudo, 173
(73,9%) foram do sexo masculino e 61 (26,1%) foram do sexo feminino. A
razado entre sexo masculino/feminino foi de 2,8:1. A idade ao diagndstico
variou de 7 meses até 81 anos, com idade média de 19,1 e mediana de 11
anos. Em 3 casos (1,3%) a idade foi desconhecida. Nao foi observada
diferenca significante nas médias das idades com relacdo ao sexo. A
distribuicdo dos casos segundo a idade é apresentada na figura 11. Em
relacdo a faixa etaria, 143 casos (61,1%) foram classificados como
pertencentes ao grupo pediatrico (com idade até 16 anos) e 88 casos

(37,6%) foram classificados como adultos (idade superior a 16 anos).
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Figura 11. Distribuigdo dos casos segundo a idade

Em relacdo a localizagdo anatbmica, apresentacao
extranodal foi observada em 159 casos (68%), enquanto que envolvimento
linfonodal como manifestagdo inicial foi verificado em 67 casos (28,6%); a
localizagdo anatémica nao esteve disponivel em 8 casos (3,4%). Nos casos
com topografia extranodal, a localizagdo mais frequente foi o trato
gastrintestinal (59 casos), sendo 54 casos intestinais e 5 casos com
acometimento gastrico. Quarenta e nove casos foram referidos como tumor
abdominal extranodal sem outra especificacdo (SOE). Envolvimento
hepatico, de orofaringe/nasofaringe, ossos da face (maxila/mandibula),
ovarios e do sistema nervoso central foi observado em 7, 6, 5, 4 e 2 casos,

respectivamente. Nos casos com apresentagcao nodal, os sitios mais comuns
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de envolvimento foram linfonodos cervicais (32 casos) e da regiao axilar (15
casos). As figuras 12 e 13 ilustram as frequencias de LB em relagdo as

localizagbes anatdmicas extranodal e nodal, respectivamente.

1,9%
2,5%

3,1%
3,8%

4,4%

4,4%

30,8%
e Trato gastrintestinal Ovario
e Tumor abdominal SOE e Tonsila palatina
Figado e Glandula tiredide
e Mesentério e Sistema nervoso central
Orofaringe/nasofaringe Regiao pélvica
Maxila/mandibula e QOutras localizagdes™

*Refere-se a locais com apenas 1 ocorréncia: mama, regido escrotal, couro
cabeludo, glandula salivar, vértebra, parede toracica, palato, omento,
pancreas, bochecha, regido para-ovariana e fossa iliaca

Figura 12. Distribuicdo das diferentes localizagbes anatdmicas dos casos de
LB com apresentagao extranodal
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Figura 13. Distribuicao das diferentes localizagdes anatémicas dos casos de
LB com apresentacao nodal

Na populagao pediatrica a localizagao extranodal foi a mais
frequentemente encontrada, enquanto que na populacdo adulta houve
tendéncia de comprometimento nodal. A Tabela 4 mostra a distribuicdo das

localizagbes anatébmicas dos LB nos grupos pediatrico e adulto.

Tabela 4 - Distribuicdo das localizagées anatomicas dos LB nos grupos
pediatrico e adulto

TOPOGRAFIA LB PEDIATRICO LB ADULTO
Extranodal 113 (79%) 43 (48,9%)
Nodal 23 (16,1%) 44 (50%)
Desconhecida 7 (4,9%) 1(1,1%)

TOTAL 143 (100%) 88 (100%)
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4.1.1 Caracteristicas clinicas nas diferentes regides

geograficas do Brasil

Foram analisados casos de LB provenientes das 5 regides
geograficas do Brasil, assim distribuidos: 17 da regidao Centro-Oeste, 17 da
regido Norte, 42 da regido Sul, 72 da regidao Sudeste e 86 da regiao

Nordeste.

As caracteristicas clinicas, incluindo distribuigdo por sexo,
faixa etaria (adulto/pediatrico), idade média, mediana de idade e localizagao
anatbmica, nas diferentes regides geograficas, estdo resumidas na tabela 5
e na figura 15. A figura 15 apresenta ainda a distribuicdo dos casos com
relacdo a localizagao anatémica (nodal/extranodal) nos grupos de pacientes
adultos e pediatricos em cada uma das regides geograficas. Nas regides Sul
e Centro-Oeste o numero de pacientes adultos foi superior ao numero de
casos pediatricos e essas duas regides apresentaram, consequentemente,
as maiores média e mediana da idade. Além disso, somente nestas duas
regides geograficas, a localizagdo extranodal, na populacdo adulta, foi

superior ao numero de casos com envolvimento nodal.

O teste comparativo das médias de idade das 5 regides
geograficas apresentou estatistica igual a F230=6,012 com p < 0,001. Os
intervalos simultdneos de Bonferroni nos permitem inferir que a média de
idade para a regiao Norte foi significativamente inferior as observadas nas

regides Sul e Centro-Oeste. A regido Sul apresentou média de idade
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superior as das regides Norte, Nordeste e Sudeste, podendo ser
considerada equivalente a regido Centro-Oeste. A figura 14 apresenta as
médias de idade por regido e respectivos intervalos de confianga de

Bonferroni elaborados com coeficiente de 95%.
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Figura 14. Média das idades segundo regido geografica com intervalo de
confianca de 95%

A distribuicdo dos casos segundo o sexo pode ser
considerada homogénea nas 5 regibes. A estatistica Qui-quadrado de

Pearson teve valor igual a ¥2=1,297, com p=0,862.

Nao foi significativa a associacao entre topografia da leséo e

regido geografica. A estatistica do teste foi igual a ¥2=1,205, com p=0,877.



Tabela 5. - Caracteristicas clinicas dos casos de LB nas diferentes regides geograficas do Brasil

Caracteristicas clinicas

REGIAO GEOGRAFICA

n (%)

Idade

Sexo

Faixa etaria

Topografia

Média
Mediana
Variagao

M
F
M/F
Adulto
Pediatrico
NR
Nodal
Extranodal

NR

Nordeste

86 (36,7%)

15,4a
7a

7m-79a
64 (74,4%)
22 (25,6%)
2,78
23 (26,7%)
63 (73,3%)
0
23 (26,7%)
57 (66,3%)
6 (7%)

Centro-
Oeste

17 (7,3%)

27,5a
20a

3-75a
12 (70,6%)
5 (29,4%)
24
9 (53%)
8 (47%)
0
5 (29,4%)
12 (70,6%)
0

Sul

42 (17,9%)

28,6a
24a

3-81a
29 (69%)
13 (31%)
2,2
26 (61,9%)
14 (33,3%)
2 (4.8%)
15 (35,7%)
27 (64,3%)
0

Sudeste

72 (30,8%)

18,3a
11a

2-80a
54 (75%)
18 (25%)

3

27 (37,5%)
44 (61,1%)
1(1,4%)
21 (29,2%)
50 (69,4%)
1(1,4%)

Norte

17 (7,3%)

10,3a
5a

3-51a
14 (82,4%)
3(17,6%)
4,6
3(17,6%)
14 (82,4%)
0
3(17,6%)
13 (76,5%)
1(5,9%)

Populagao
geral

234 (100%)

19,1a
11a

7m-81a
173 (73,9%)
61 (26,1%)
2,83
88 (37,6%)
143 (61,1%)
3 (1.3%)
67 (28,6%)
159 (68%)
8 (3,4%)

m: meses; a: anos; M: masculino; F: feminino; NR: ndo referido

1%
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Figura 15. Mapa do Brasil com divisdo em regides geograficas mostrando a
distribuicdo de casos de LB, localizagdo anatébmica em relacdo as faixas
etarias e proporgao de casos EBV positivos

4.2 Caracteristicas morfolégicas

A grande maioria dos casos (99%) apresentou arquitetura

difusa e somente 2 casos apresentaram padrao nodular. A forma classica do
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LB, caracterizada pela proliferagdo monomorifca de células de médio
tamanho, com nucleos redondos, multiplos nucléolos, citoplasma escasso e
basofilico, frequentes figuras de mitoses e padrdo em “céu-estrelado” devido
a presenca de histiocitos fagocitando células neoplasicas apoptéticas (Figura
16), foi observada em 213 casos (91%). Por sua vez, 14 casos (6%) foram
classificados como LB atipico/Burkitt-simile (Figura 17A) e 7 casos (3%)

como LB com diferenciagéo plasmacitéide (Figura 17B).

| el B e i » ¥ A . -- ’ ,f.!:"’- e S oy, ¥ -

g 4 L) o CPRe D B et M B L K"" P GV 8%
Figura 16. Corte histolégico corado pela hematoxilina-eosina de LB classico,
com tipico padrao em “céu-estrelado” (X200)



51

-

v
v‘;»;\‘

Figura 17. Cortes histolégicos corados pela hematoxilina-eosina das
variantes morfologicas do LB: A: LB com diferenciacdo plasmacitéide
caracterizado por células com citoplasma excéntrico e basofilico (X400). B:
LB atipico/Burkitt-simile apresentando maior variagdo do tamanho nuclear
(X400)

4.3 HIS para EBV

O EBV foi detectado em 123 casos (52,5%) de LB. Em cada
um dos casos positivos, virtualmente, todas as células neoplasicas exibiram
marcagao nuclear com a sonda biotinilada dirigida ao transcrito viral EBER1
(Figura 18). Em apenas 1 caso, a HIS mostrou resultado inconclusivo

(0,5%).
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um caso de LB revelando marcagdo nuclear em virtualmente todas as
células neoplasicas (X200)

A média e a mediana de idade dos casos EBV positivos
foram, respectivamente, 16 e 7 anos, ou seja, significativamente menores
quando comparadas aos casos EBV negativos, os quais apresentaram idade
média e mediana de 23 e 14 anos, respectivamente. A figura 19 apresenta a
distribuicdo dos casos EBV positivos e EBV negativos em relagdo a idade. A
tabela 6 apresenta as caracteristicas clinicas (faixa etaria e topografia) dos
casos de LB EBV positivos e EBV negativos. Podemos observar que 43,6%
(38 casos) dos LB em pacientes adultos apresentaram infec¢ao pelo EBV,
enquanto que na populacéo pediatrica a frequiencia de infeccéo pelo EBV foi
de 58% (83 casos). A estatistica Qui-quadrado de Pearson teve valor igual a
1?=4,476 com p=0,034, indicando que é significante a diferenga entre

infeccdo por EBV nos grupos pediatricos e adultos.
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Figura 19. Distribuigdo por faixa etaria dos casos de LB EBV positivos e EBV
negativos

Tabela 6 - Caracteristicas clinicas (faixa etaria e topografia) dos casos de LB
EBYV positivos e EBV negativos

HIS-EBV
CARACTERISTICAS CLINICAS EBV POSITIVO EBV NEGATIVO
n=123 n=110

Adulto 38 (30,9%) 49 (44,5%)

Faixa etaria Pediatrico 83 (67,5%) 60 (54,6%)
NR 2 (1,6%) 1 (0,9%)

Nodal 30 (24,4%) 36 (32,7%)

Topografia Extranodal 87 (70,7%) 72 (65,4%)
NR 6 (4,9 %) 2 (1,9%)

NR, nao referido

Quando consideramos apenas os casos pediatricos de LB
(143 casos), observamos que os pacientes EBV positivos apresentaram

idade média e mediana de 6 e 5 anos, respectivamente, enquanto que os
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casos EBV negativos apresentaram idade média e mediana de 9,1 e 8,5
anos, respectivamente. A figura 20 apresenta a distribuicdo de idade dos

casos pediatricos de LB EBV positivos e EBV negativos.

DEBV + BEBV -
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0
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Idade (anos)

Figura 20. Distribuicdo por faixa etaria dos casos pediatricos de LB EBV
positivos e EBV negativos

4.3.1 HIS nas regides geograficas

As regides Norte e Nordeste do Brasil apresentaram as
maiores frequéncias de infeccdo pelo EBV, respectivamente, 76,4% e
62,8%. Por sua vez, a menor associacao entre EBV e LB foi observada na
regiao Sul, na qual 28,6% apresentaram resultado positivo pela ISH. A

tabela 7 apresenta os resultados da ISH nas 5 regides geograficas.
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Tabela 7- Distribuicdo dos casos EBV positivos e EBV negativos nas 5
regides geograficas

REGIAO GEOGRAFICA
HISEBV Nordeste C.Oeste Norte Sul Sudeste P. Geral

EBV + 54(62,8%) 8(47,1%) 13(76,4%) 12(28,6%) 36(50%) 123(52,5%)
EBV- 32(37.2%) 9(52,9%) 3(17,4%) 30(71,4%) 36(50%) 110(47%)

Inconc - - 1(5,9%) - - 1(0,5%)

C:centro; P:populacédo; Inconc: inconclusivo

A frequéncia de infecgcao pelo virus EBV correlacionou-se
com as regides geograficas do pais. A associagdo entre EBV e LB nas
regides Norte, Nordeste e Sul diferiu significativamente da frequéncia de
infeccdo por EBV nas regides Sudeste e Centro-Oeste (estatistica Qui-

quadrado de Pearson teve valor igual a y2=18,985, com p<0,001).

A figura 15 mostra também a distribuicdo segundo faixa
etaria (adulto e pediatrico) nos casos EBV positivos. Verificou-se que, em
todas as regides geograficas, com excegao da regidao Sul, houve predominio

de pacientes pediatricos entre os casos de LB associados ao EBV.

4.4 Caracterizagao imunoistoquimica

Todos os 234 casos revelaram expressao para CD20, CD10,
com indice de proliferagcéo celular > 95%, determinado pela expressao do
antigeno Ki-67, e negatividade para CD3, TdT e BCL-2. Nenhum dos 44

casos avaliados com os anticorpos anti CD5 e CD23 revelou resultado
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positivo. A figura 21 apresenta exemplos de casos de LB com expressao

para CD20, CD10, Ki-67 e negatividade para BCL-2.

heore N

9.' . ad A ' N
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Figura 21. Resultado imunoistoquimico (contracoloragéo pela hematoxilina
de Mayer) de casos de LB. A: expressao para CD20 (X100). B: expressao
para CD10 (X200). C: expressao de Ki-67 em virtualmente todas as células
neoplasicas (X200). D: negatividade para BCL-2 (X200)

A pesquisa de infec¢ao pelo HHV-8 através da avaliagao da
proteina viral LANA-1 revelou negatividade em todos os casos. A figura 22

ilustra um caso de LB com auséncia de expressao para proteina LANA-1.
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Figura 22. Resultado imunoistoquimico (contracoloracdo pela hematoxilina

de Mayer) da pesquisa de infecgao pelo HHV-8. A: auséncia de expressao
da proteina viral LANA-1 em caso de LB (X200). B: controle positivo
(sarcoma de Kaposi) apresentando positividade nuclear em padrao granular

(X400)

A tabela 8 apresenta os resultados obtidos empregando-se

os marcadores BCL-6, MUM1/IRF4, PAX-5, LMP-1 e proteinas p53 e p63 e

a figura 23 exemplifica a expressdo dos marcadores acima mencionados.

Tabela 8 - Resultados obtidos para os marcadores BCL-6, MUM1/IRF4,
PAX-5, LMP-1 e proteinas p53 e p63 nos 234 casos de LB

] RESULTADO
ANTIGENO
POSITIVO(%) NEGATIVO(%) INCONCLUSIVO(%)

BCL-6 203(86,7%) 28(12%) 3(1,3%)
MUM1/IRF4 91(38,9%) 141(60,2%) 2(0,9%)

PAX-5 225(96,1%) 6(2,6%) 3(1,3%)

LMP-1 1(0,4%) 230(98,3%) 3(1,3%)
Proteina p53 38(16,2%) 194(82,9%) 2(0,9%)
Proteina p63 9(3,8%) ' 223(95,3%) 2(0,9%)

"Todos os casos com expressdo da proteina p63 apresentaram escore 1+
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Figura 23. Resultado imunoistoquimico (contracoloracéo pela hematoxilina
de Mayer). A: expressao para BCL-6 (X200). B: expressdo nuclear para

MUM1/IRF4 (X200). C: expressdao para PAX-5 (X200).

(X200). E: expressao para proteina p53. F:

teina p63 (X400)

citoplasmatica de LMP-1

expressao para pro
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A coexpressao das proteinas p53 e p63 foi observada em

apenas 1 caso.

4.4.1 Associacao entre expressdo da proteina p53 e HIS-

EBV

A tabela 9 mostra a frequéncia de expressao do EBER1
através de HIS nos casos p53 positivos e p53 negativos. Podemos observar
que a expressao para proteina p53 correlacionou-se de maneira inversa com
infecgdo pelo EBV. A estatistica Qui-quadrado de Pearson teve valor igual a

v2=4,773 com p=0,029.

Tabela 9 - Frequencia de infecgao pelo EBV pesquisada através de ISH nos
casos p53 positivos e p53 negativos

ISH-EBV
IHQ-p53 EBV POSITIVO EBV NEGATIVO
p53 + (38 casos) 14 (36,8%) 24 (63,2%)
p53 - (194 casos) 109(56,2%) 85 (43,8%)

IHQ, imunoistoquimica
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4.4.2 Associagao entre MUM1/IRF4, BCL-6 e infeccao pelo

EBV

Dos 232 casos com resultado conclusivo para MUM1/IRF4,
91 (39,2%) apresentaram resultado positivo, caracterizado pela expressao
nuclear de moderada a forte intensidade na maioria das células neoplasicas

(figura 23B).

A  tabela 10 apresenta a correlagao entre
BCL-6 e MUM1/IRF4. A coexpressao BCL6 e MUM1/IRF4, caracterizando
fenétipo centro germinativo tardio, foi observada em 76 (32,9%). Por sua
vez, 127 casos (55%) apresentaram fenétipo centro germinativo, isto é,
BCL6 positivo e MUM1/IRF4 negativo. E importante ressaltar que somente
15 casos (6,5%) apresentaram fendtipo pods-centro germinativo (BCL6
negativo e MUM1/IRF4 positivo) e 13 casos (5,6%) mostraram negatividade
para BCL6 e MUM1/IRF4 (fendtipo de células do manto). A estatistica do
teste para a correlacdo entre MUM1/IRF4 e expressao de BCL6 foi igual a

¥2=2,682 com p=0,101, indicando haver forte indicio de associag&o.

Tabela 10 - Correlagao entre expressao para BCL6 e MUM1/IRF4

IHQ-BCL6
IHQ-MUM1/IRF4 BCL6 POSITIVO BCL6 NEGATIVO
MUM1 +(n=91) 76 (83,5%) 15 (16,5%)
MUM1 -(n=140)' 127 (90,7%) 13 (9,3%)

IHQ, imunoistoquimica
'1 caso MUM/IRF4 negativo apresentou resultado inconclusivo para BCL6.
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A correlacao entre ISH-EBV e expressao de MUM1/IRF4 ¢é
apresentada na tabela 11. A associacdo entre a expressao de proteina
MUM1/IRF4 e EBV foi significativa e teve sentido oposto, ou seja, 72,9% dos
casos com infecgao pelo EBV foram MUM1 negativo; por sua vez, 52,7%
dos casos negativos para EBV apresentaram positividade para MUM1/IRF4.
A estatistica Qui-quadrado de Pearson teve valor igual a ¥2=15,999 com

p<0,001.

Tabela 11 — Correlagao entre MUM1/IRF4 e infeccéo pelo EBV

HIS-EBV
IHQ-MUM1/IRF4 EBV POSITIVO EBV NEGATIVO
MUM1 +(n=91) 33 (36,3%) 58 (63,7%)
MUM1 -(n=141) 89 (63,1%) 52 (36,9%)

IHQ, imunoistoquimica

A tabela 12 apresenta a distribuicdo dos casos de LB EBV
positivos e EBV negativos em relagdo ao fendtipo. A expressédo para
MUM1/IRF4 foi observada em 33 casos de LB EBV positivos, sendo 26
BCL6 positivos e 7 BCL6 negativos. A maioria dos LB associados ao EBV
enquadra-se no fendtipo centro germinativo, enquanto que nos LB negativos

para EBV foi mais frequente o fenétipo de centro germinativo tardio.
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Tabela 12 - Distribuicdo dos casos EBV positivos e EBV negativos segundo
o fendtipo

FENOTIPO
BCL6+/MUM1- BCL6+/MUM1+ BCL6-/MUM1+ BCL6-/MUM1-
HIS-EBV Centro Centro Pés-centro Células do
germinativo germinativo germinativo manto
tardio

EBV +(n=122) 86 (67,7%) 26 (34,2%) 7(46,6%) 3(23%)
EBV -(n=109)'  41(32,3%) 50(65,8%) 8(53,4%) 10(77%)
TOTAL 127(100%) 76(100%) 15(100%) 13(100%)

' 1 caso EBV negativo, MUM1/IRF4 negativo apresentou resultado
inconclusivo para BCL6

4.5 PCR

4.5.1 Detecgao do HHV-8

Empregando-se os iniciadores KS330 ndo se detectou
infeccédo pelo HHV-8 em nenhum dos 32 casos analisados. A figura 24

exemplifica a PCR em 4 casos de LB.
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Figura 24. Deteccdo do HHV-8 em LB através de PCR: A: controle de
tamanho da PCR. B: PCR especifica para HHV-8. M, marcador de peso
molecular; C+, DNA extraido do sangue periférico; No, controle negativo da
reacao (auséncia de DNA); C+1 e C+2, controles positivos (caso de sarcoma
de Kaposi e caso de LNH de imunofendtipo B — ndo Burkitt - associado ao
HIV, respectivamente) mostrando amplificagdo de segmento de 233 pb do
capsideo viral (ORF26); 1 e 2, casos de LB associados ao HIV; 3 e 4, casos
de LB HIV negativos, demonstrando auséncia de infec¢ao pelo HHV-8

4.5.2 Subtipagem do EBV

A analise molecular para subtipagem do EBV nos 123 casos
de LB positivos pela ISH demonstrou que 95 casos (77,2%) foram EBV do
tipo A e 24 (19,5%) foram EBV do tipo B. Em apenas 4 casos (3,3%) o
resultado mostrou-se inconclusivo devido a ma qualidade do DNA obtido. Os
dois subtipos de EBV numa mesma amostra ndo foram observados em
nenhum dos casos. A figura 25 apresenta PCR para subtipagem do EBV em

5 casos de LB.
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(A) (B)

Figura 25. Subtipagem do EBV em LB através de PCR: A: controle de
tamanho da PCR. B: PCR especifica para EBV. M, marcador de peso
molecular; C+, DNA extraido do sangue periférico; No, controle negativo da
reacao (auséncia de DNA); C+A, controle positivo (caso de LB com EBV do
tipo A) mostrando amplificacdo de segmento de 170 pb; C+B; controle
positivo (caso de LB com EBV do tipo B) mostrando amplificacdo de
segmento de 186 pb; 1,2 e 3, casos de LB com infecgéo por EBV do tipo A;
4 e5, casos de LB com infecgéo por EBV do tipo B

4.5.2.1 Distribuicdo dos tipos de EBV nas regides

geograficas

Houve predominio de EBV do tipo A em 4 das 5 regides
geograficas. A unica excegao foi observada na regido Centro-Oeste, na qual
observou-se distribuicdo equivalente de EBV tipos A e B. A tabela 13
apresenta a distribuicdo dos subtipos de EBV em cada uma das regides

geograficas.
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Tabela 13.- Distribuicao dos subtipos de EBV nas 5 regides geograficas

REGIAO GEOGRAFICA

'IIE'I;’\? Nordeste C.Oeste Norte Sul Sudeste P. Geral

TIPOA  40(74%) 4(50%) 9(69,2%) 11(91,7%) 31(86,1%) 95(77,2%)
TIPOB  10(18,5%) 4(50%) 4(30,8%)  1(8,3%) 5(13,9%) 24(19,5%)

Inconc. 4(7,5%) - - - - 4(3,3%)

C:centro; P:populacéo; Inconc: inconclusivo

A estatistica comparativa Qui-quadrado de Pearson
demonstrou valor igual a %2=7,256 com p=0,123. Dessa forma, ndo foi
possivel evidenciar comportamento diferente na distribuicdo dos subtipos de

EBV na regidao Centro-Oeste.

4.6 Caracteristicas clinicas e patologicas dos casos HIV

positivos

Segundo informagdes obtidas a partir dos relatérios
anatomopatologicos, 14 (5,9%) dos 234 casos foram HIV positivos. A idade
deste grupo de pacientes, na época do diagnostico, variou de 2 a 55 anos
(idade média de 34 e mediana de 35,5), sendo 12 (85,7%) adultos e 2
(14,3%) pediatricos. Em relacdo ao sexo, 11 (78,6%) foram do sexo
masculino e 3 (21,4%) foram do sexo feminino. A apresentagcdo nodal (8
casos; 57,1%) foi mais frequente que envolvimento extranodal (6 casos;

42,9%). Todos os casos de LB associados ao HIV apresentaram padrdo
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morfoldgico classico. A infecgao pelo EBV através de HIS foi observada em

10 (71,4%) dos 14 casos, sendo 8 do tipo A e 2 do tipo B.

Os resultados do ajuste do MRLM para os casos de LB

associados ao HIV sao apresentados na tabela 14.

.Tabela 14 - Resultado do ajuste do MRLM - teste das variaveis

VARIAVEL QUI-QUADRADO SIGNIFICANCIA (p)
Idade 9,961 0,002
Sexo 0,543 0,461
EBV-ISH 3,612 0,057
4.7 FISH

Dos 361 casos analisados para detecgdo do rearranjo do
gene C-MYC, 89 foram excluidos do estudo por apresentarem resultado
inconclusivo devido as mas condicbes de fixacdo do material. Outros 38
casos foram também eliminados por apresentarem resultados inconsistentes
com LB, ou seja, nesses casos a porcentagem de quadrados (“tiles”)
positivos calculada pelos “softwares” foi inferior a 2,19%. Nos 234 casos
positivos para o rearranjo em questéo, a porcentagem de quadrados (“tiles”)
positivos variou de 2,20% a 43,2% (média de 12,5%). A figura 10B ilustra um

caso de LB apresentando rearranjo do gene C-MYC.



67

5 DISCUSSAO

O LB é linfoma de células B agressivo com incidéncia
variavel dependendo da regido geografica. Em areas endémicas, como na
Africa Equatorial, as taxas de incidéncia sdo da ordem de 5 a 10 casos
novos/100.000 criangas com idade inferior a 15 anos, por ano. Ja em regides
desenvolvidas, como EUA, Europa e Japao, essas taxas sao até 100 vezes
inferiores as observadas nas areas endémicas. O Brasil tem sido
considerado como regido de risco intermediario entre as formas endémica e
esporadica, esta ultima ocorrendo em regides desenvolvidas (Klumb et al.,
2004; Kelly e Rickinson, 2007; Hassan et al., 2008). Por outro lado, existem
ainda inumeras lacunas de informagdes sobre a real situagao epidemioldgica
do LB no Brasil que necessitam ser elucidadas. S&o poucos os estudos
sobre LB no Brasil e, de acordo com as publicacdes da literatura, nosso
estudo é o primeiro em larga escala, bem como é o unico na analise de
casos provenientes das cinco regides geograficas, incluindo tanto pacientes
adultos quanto pediatricos. Os trabalhos prévios analisam casos de regides
geograficas isoladas (regides Nordeste, Sudeste e Sul), com énfase em
populagao pediatrica (Araujo et al., 1996; Sandlund et al., 1997; Bacchi et al.,
1996; Klumb et al., 2004; Haralambieva et al., 2004; Hassan et al., 2008;

Pizza et al., 2008).

Em relagdo as caracteristicas clinicas da populagdo como
um todo, observamos em nossos casos, predominio de individuos do sexo

masculino (masculino/feminino: 2,8:1), sendo o numero de casos pediatricos
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superior ao de adultos. Em relacédo a topografia, a apresentagao extranodal
foi mais frequente que a apresentacdo nodal. Nos casos com localizagao
extranodal, o envolvimento abdominal foi observado em aproximadamente
77% dos casos. O acometimento de ossos da face foi infrequente (apenas 5
dos 234 casos), diferentemente do que costuma ocorrer no LB endémico. Na
populagdo adulta, com excecdo das regides Centro-Oeste e Sul, a
apresentagcao nodal foi a mais frequente. Dessa forma, as caracteristicas
clinicas (sexo, idade e localizagdo anatémica) do LB no Brasil, de um modo
geral, se assemelham as da forma esporadica de LB que ocorre em areas
desenvolvidas como EUA e Europa (Diebold et al., 2001; Boerma et al.,

2004; Ferry, 2008).

O Brasil € um pais de grandes dimensodes territoriais e entre
as regides geograficas observam-se diferengas socio-econémicas
importantes, além de climaticas. Como exemplos dessas diferengas
regionais citam-se as taxas de mortalidade infantil observadas em algumas
regides geograficas. As regides Sul e Sudeste apresentam taxas similares a
alguns paises desenvolvidos, enquanto que a regidao Nordeste apresenta um
padrao distante do desejavel devido a fatores como falta de saneamento
basico, caréncia de assisténcia em saude e desnutricdo (Fischer et al.,
2007). Além disso, algumas doencgas infecciosas/parasitarias sao mais
comuns em algumas regides, como a malaria na regido Norte e a

esquistossomose na regiao Nordeste (Braga et al, 2006; Coura et al., 2004).

E bem estabelecido o fato de que ha uma significante

associacao entre o LB e a infeccao pelo EBV, numa freqlencia variavel de
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acordo com a forma clinicopatoldgica. No presente estudo, encontramos
infeccao pelo EBV, através de ISH, em 52,5% dos 234 casos. Deve-se
ressalatar que esta analise incluiu pacientes adultos e pediatricos. Este
resultado coloca o Brasil como um pais no qual a associagao entre LB e
infeccao pelo EBV é intermediaria entre as formas endémica e esporadica
de LB. Todavia, essa frequencia de associacao entre LB e EBV nao se
apresentou uniformemente nas 5 regides, pois, como previamente
mencionado, houve diferenga estatistica significante entre as regides
geograficas. As maiores frequéncias de associagdo com EBV foram
observadas nas regidbes Norte e Nordeste (76,4% e 62,8%,
respectivamente), enquanto que a menor foi verificada na regidao Sul
(28,6%). O resultado observado na regido Sul €& superponivel aquele
observado nos casos de LB esporadicos em paises desenvolvidos (Diebold
et al., 2001; Kelly e Rickinson, 2007). As regides Sudeste e Centro-Oeste
apresentaram resultados homogéneos entre si, com 50% e 47%,
respectivamente. Com esses dados, € possivel verificar que as maiores
freqUencias de infecgao pelo EBV ocorreram justamente nas regidées menos
desenvolvidas economicamente e que apresentam piores indicadores
sociais. Esta associagcao pode indicar que aspectos soécio-econdbmicos
podem contribuir com a frequéncia de infecgcao pelo EBV nessas areas. De
fato, a seroconversdo para EBV em regides pouco desenvolvidas ocorre
muito mais precocemente quando comparadas com paises industrializados
(Klumb et al.,, 2004). Figueira-Silva e Pereira (2004), estudando

seroprevaléncia para EBV em criancas e adolescentes de Vitéria, Estado do
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Espirito Santo, demonstraram que a seroconversdo para EBV em grupos
menos favorecidos economicamente, e com menor escolaridade materna,

ocorreu precocemente.

Ainda em relagao a associagao com o EBV, observamos que
0 grupo de pacientes EBV positivos apresentou média e mediana de idade
menores do que o grupo de pacientes sem infeccdo pelo EBV. De fato,
verificamos ser significativa a associagcao entre EBV e faixa etaria. Vale
salientar que estudos prévios sobre a associagao entre EBV e LB no Brasil
analisaram pacientes pediatricos (com idade variando de 1 até 15 anos).
Dessa forma, quando comparamos a mediana de idade dos casos EBV
positivos e EBV negativos no nosso grupo pediatrico de pacientes (com
idade até 16 anos) verificamos resultados semelhantes aos obtidos por
Araujo et al. (1996), Klumb et al., (2004) e Hassan et al. (2008). Esta é a
primeira série sobre LB no Brasil que inclui a analise de numero significativo
de pacientes adultos. Neste grupo etario observamos que a associagao com
a infeccao pelo EBV foi maior do que a relatada em casos adultos de LB

esporadico ocorrendo em regides desenvolvidas (Spina et al., 1998).

A andlise dos subtipos de EBV, através de PCR,
demonstrou, na populagao geral do estudo, maior frequéncia de EBV do tipo
A (77,2%), refletindo, provavelmente, o predominio desse subtipo de EBV
em nosso pais. Essa distribuicido pode ser considerada intermediaria entre o
LB endémico (Young et al., 1987) e o LB ocorrendo nos EUA (Goldschmidts
et al., 1992). Todavia, essa distribuicdo ndo foi homogénea entre as regides

geograficas do pais. Os resultados obtidos nas regides Nordeste e Sudeste
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foram semelhantes entre si, e estdo de acordo com estudos prévios (Araujo
et al., 1996, Chen et al.,, 1996; Klumb et al., 2004; Hassan et al., 2006;
Hassan et al., 2008). Saliente-se que a regidao Norte apresentou freqliencia
superponivel as regides Nordeste e Sudeste em relagcado a associacao do LB
com o subtipo A do EBV. A menor proporgao de EBV do tipo B foi verificada
na regiao Sul (8,3%), um padrao de distribuicdo semelhante ao obtido por
Goldschmidts et al. (1992) em LB nos EUA. Ja na regido Centro-Oeste,
observou-se alta freqiencia de EBV do tipo B (50% dos casos), padrao esse
semelhante ao descrito em areas endémicas (Young et al.,, 1987). A
quantidade de casos analisados nesta area € pequena (apenas 8 casos) e,
dessa forma, estudos adicionais envolvendo maior numero de pacientes
estdo indicados para verificar a real distribuicdo dos subtipos de EBV nos

casos de LB dessa regido geogréafica.

A grande maioria dos casos de LB associados ao EBV,
endémico, esporadico ou associado ao HIV, apresenta um padrao restritivo
de expressao das proteinas virais, caracterizando o padréo de laténcia do
tipo I, com auséncia de expressao para LMP-1 (Rezk e Weiss, 2007; Kelly e
Rickinson, 2007; Deyrup, 2008). No nosso estudo, a expressao
imunoistoquimica para LMP-1 foi observada em apenas 1 caso (0,5%), em
em padrao focal de distribuicdo. Resultados semelhantes tém sido descritos
na literatura. Niedobitek et al. (1995) observaram a expressao de LMP-1 em
uma proporcao variavel de células tumorais em 2 de17 casos endémicos de
LB. No Brasil, Chen et al. (1996) demonstraram imunomarcagao para LMP-1

em 1 de 17 casos e Araujo et al. (1996) em 2 de 54 casos estudados.
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No nosso estudo, foi frequiente a expressdo de MUM1/IRF4,
observada em 91 casos (39,2%), utilizando-se anticorpo monoclonal de
camundongo (DAKO, clone MUM1P). Os primeiros estudos na literatura
analisando a expressao dessa proteina em LB avaliaram numero reduzido
de casos, com resultados negativos (Tsuboi et al., 2000; Carbone et al.,
2000; Natkunam et al., 2001). Falini et al. (2000), usando anticorpo
monoclonal por ele desenvolvido, demonstrou expressdo para MUM1/IRF4
em linhagem celular de LB denominada Ramos, com auséncia de expressao
na linhagem denominada Daudi e em 3 amostras teciduais de LB. Carbone
et al. (2001) estudaram 19 casos de LB associado ao HIV e demonstraram a
expressdao de MUM1/IRF4 em ocasionais células (<20%) em apenas 2
casos. Recentemente, Tumwine et al. (2008) ndo evidenciaram expressao
para MUM1/IRF4 em 95 casos de LB. A diferenga entre o nosso resultado e
os resultados acima relatados, provavelmente, esta relacionada aos
diferentes tipos de anticorpos empregados. Tsuboi et al. (2000) e Carbone et
al. (2000) empregaram anticorpo policlonal (ICSAT/M-17, Santa Cruz
Biotechnology), enquanto que Natkunam et al. (2001) e Tumwine et al.
(2008) utilizaram anticorpo desenvolvido por Falini. Por outro lado, Chuang
et al. (2007, 2008) e Garcia et al. (2008), usando o mesmo anticorpo do
nosso estudo (DAKO, clone MUM1P), demonstraram expressao para
MUM1/IRF4 em, respectivamente, 18%, 23% e 39% dos casos de LB
analisados. Apds os estudos que analisaram o perfil de expressao génica
para estabelecer uma assinatura molecular do LB, realizados por Hummel et

al. (2006) e Dave et al. (2006), a avaliagdo imunoistoquimica da proteina
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MUM1/IRF4 tem sido sugerida como marcador util na distingao entre LB
(auséncia de expressao no LB) e LDGCB (Harris e Horning, 2006). Porém,
frente a alta freqlencia de expressado dessa proteina observada em nosso
estudo e também por outros autores (Chuang et al. e Garcia et al.), podemos
concluir que esse marcador ndo deve ser usado isoladamente com essa

finalidade.

Através da analise molecular do /IGH, Bellan et al. (2005)
postularam a existéncia de dois tipos de células candidatas a se
transformarem em LB. Para os LB EBV negativos, a origem postulada seria
0 centroblasto precoce (zona escura do centro germinativo). Para os casos
de LB EBV positivos, a origem postulada seria em célula B tardia
intragerminal (zona clara do centro germinativo), que iniciou o processo de
diferenciagcdo para células B de memodria. Dessa forma, baseando-se na
hipotese de Bellan et al. (2005) e considerando-se o fato de que MUM1/IRF4
€ considerado marcador histogenético de célula B tardia intragerminal e de
célula B pos-germinal, seria esperada, portanto, uma freqliente expressao
para MUM1/IRF4 nos casos de LB EBV positivos. Além disso, a freqlente
expressdao de MUM1/IRF4 observada neste estudo poderia ser explicada
pela alta associacdo com infeccdo por EBV nos casos de LB no Brasil.
Todavia, no presente estudo, a associacdo entre a expressdo de proteina
MUM1/IRF4 e infecgdo pelo EBV foi significativa (p<0,001) e teve sentido
oposto, ou seja, um caso aleatério de LB EBV positivo tera maior
probabilidade de ser MUM1/IRF4 negativo. Ainda, analisando a combinagao

BCL-6 e MUM1/IRF4 e classificando os casos segundo o fenétipo, conforme
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demonstrado na tabela 12, observamos que 86 (70,5%) dos 122 casos de
LB EBV positivos, apresentaram fenétipo centro germinativo (BCL-6+/MUM).
Por sua vez, no fenoétipo centro germinativo tardio (BCL-6+/MUM1+) houve
predominio de casos EBV negativos. Diante do exposto, podemos concluir
que a infecgdo pelo EBV ndo explica a alta frequencia de expressao de

MUM1/IRF4 verificada neste estudo.

A relacdo entre imunodeficiéncia e desenvolvimento de
neoplasia é bem estabelecida e foi verificada, antes mesmo do surgimento
da epidemia da SIDA. A infeccdo pelo HIV esta associada a uma alta
incidéncia de LNH (100 a 400 vezes superior quando comparada a
populacdo geral), sendo LDGCB e LB os dois tipos histologicos mais
freqientemente observados (Navarro e Kaplan, 2006; Stewart, 2006). O LB
foi o primeiro LNH descrito em associagao com infec¢cao pelo HIV (Ferry,
2006). As caracteristicas clinicas do nosso grupo de pacientes HIV positivos
tais como, predominio de individuos adultos, do sexo masculino e frequente
envolvimento nodal, sdo concordantes com a literatura (Diebold et al. 2001).
Nos LB associados ao HIV a infec¢ao pelo EBV tem sido observada em 30 a
40% dos casos (Diebold et al., 2001; Kelly e Rickinson, 2007). Em 1996,
Bacchi et al. realizaram estudo sobre linfomas associados a SIDA no Brasil.
Dos 24 casos por eles analisados, 5 foram representados por LB, 2 (40%)
dos quais associados a infeccdo pelo EBV. No presente estudo foi alta a
frequéncia de infeccdo pelo EBV nos casos de LB associados ao HIV,
observada em 10 (71,4%) dos 14 casos. Esta alta frequencia de associacao

com EBV é semelhante a descrita por Lazzi et al. (1999), que demonstraram
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infeccdo por EBV em 6 (75%) de 8 casos de LB na Africa. Conforme
previamente mencionado, a prevaléncia de EBV do tipo B encontra-se
aumentada em pacientes com SIDA (Goldschmidts et al., 1992; Chen et al.,
1996; Deyrup, 2008), todavia esse subtipo de EBV so6 foi identificado em 2
(20%) dos 10 casos de LB associados ao HIV e EBV positivos, percentual

semelhante ao demonstrado na populacéo geral do estudo.

Através de estudo imunoistoquimco, demonstramos a
expressdo para proteina p53 em 38 (16,2%) dos casos de LB, que se
correlacionou de maneira inversa com a infecgao pelo EBV. Villuendas et al.
(1992) e Klumb et al. (2004), utilizando ponto de corte de 5%, demonstraram
expressdo para essa proteina em 63% e 46% dos casos de LB por eles
estudados, respectivamente. Essa menor porcentagem de expresséo para
proteina p53 no nosso estudo pode ser explicada, pelo menos em parte,
pelo ponto de corte utilizado (10%). E importante ressaltar que neste estudo
avaliamos uma quantidade significativa de casos, o que pode representar
uma medida mais significativa da expressao dessa proteina em LB. A
detecgdo da proteina p53 através de estudo imunoistoquimico é
freqientemente observada em LNH, especialmente nos de alto grau, todavia
esse nao é o método de escolha para a detecgao da mutagao do gene TP53,
pois estudos tém demonstrado que a expressao da proteina p53 nao reflete
necessariamente a presengca de mutacado génica e vice-versa (Kocialkowski
et al., 1995; Klumb et al., 2004). Tem sido demonstrado que alguns tipos de
mutacbes do gene TP53 tém valor prognéstico determinando vantagem

seletiva as células tumorais e induzindo menor resposta a quimioterapia
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(Klumb et al., 2001). Em relacdo a expressao imunoistoquimica da proteina
os resultados sao controversos. Koduru et al. (1997) concluiram que
mutacdo de TP53 e/ou expressao de p53 influenciaram negativamente a
sobrevida dos LNH avaliados, podendo ser usado como indicador
prognostico. Por outro lado, Spina et al. (1998) nao verificaram diferenga na
sobrevida e no intervalo livre de doenga em casos de LB com e sem

expressao para a proteina p53.

Ha poucos estudos na literatura analisando a expresséao
imunoistoquimica da proteina p63 em LNH, especialmente no LB. Este
trabalho é, certamente, o primeiro a avaliar a expressao deste fator de
transcricdo em uma grande numero de casos de LB. A expressédo da
proteina p63 foi detectada em apenas 9 (3,8%) dos 234 casos de LB
avaliados, nao representando, portanto, marcador util no diagnostico ou

mesmo progndstico desta neoplasia.

A melhor maneira de se detectar o HHV-8 em tecido é
através de estudo imunoistoquimico, utilizando-se anticorpo contra a
proteina LANA-1. A detecgao através de PCR é muito sensivel e sujeita a
resultado falso-positivo, sendo, provavelmente, a razdo pela qual varios
estudos tém descrito a presenca desse virus em casos de sarcoidose e
mieloma multiplo (Laurent et al., 2008). O espectro de neoplasias ao qual o
HHV-8 tem sido associado é diferente e mais restrito que o espectro de
neoplasias associadas ao EBV (Laurent et al., 2008). Em neoplasias
linféides a co-infeccdo EBV/HHV-8 tem sido demonstrada na maioria dos

casos de PEL (Diebold et al., 2001; Carbone et al., 2000; Chadburn et al.,
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2004), porém nao tem sido demonstrada em casos de LB. No presente
estudo, ndo encontramos evidéncias de infecgao por HHV-8, através de
estudo imunoistoquimico e PCR, em nenhum dos casos de LB analisados,
incluindo pacientes HIV positivos. Este resultado, agora em numero mais
expressivo de casos, é concordante com trabalhos anteriores estudando a
mesma associacao (Lazzi et al., 1998; Tao e Ambider, 1999; Carbone et al.,

2001; Lazzi et al., 2006; Chuang et al., 2007).

Portanto, este estudo apresentou caracteristicas
clinicopatoldgicas, imunoistoquimicas e moleculares de 234 casos de LB no
Brasil. Esta série representa a maior casuistica de LB estudada no pais até o
momento e o primeiro a analisar casos provenientes das 5 regides

geograficas, em pacientes pediatricos e adultos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusbes:

1. As caracteristicas clinicas e morfolégicas na populagao
geral do estudo, indicam predominio de casos pediatricos, de pacientes do
sexo masculino e de apresentagao extranodal (especialmente em topografia
abdominal), com raro envolvimento de ossos da face e sdo semelhantes as
observadas na forma esporadica do LB ocorrendo nos EUA e Europa; ha
certa variagdo em algumas regides geograficas, como predominio de
populagdo adulta nas regides Centro-Oeste e Sul; os casos de LB
associados ao HIV apresentaram caracteristicas clinicas semelhantes as

referidas em outros estudos;

2. A associacado entre LB e infeccdo pelo EBV no Brasil é
intermediaria entre o LB endémico e a forma esporadica; maior associagao
com infecgao por EBV foi observada nas regides Norte e Nordeste; a regido
Sul apresentou freqliencia de associacdo com EBV semelhante a observada
em LB esporadico em paises desenvolvidos; houve predominio de EBV do
tipo A na populacéo geral do estudo, incluindo os casos de LB associados

ao HIV, porém com certa variagédo entre as regides geograficas;

3. Com relagao ao estudo imunoistoquimico, foi frequente a
expressdo para MUM1/IRF4; este marcador ndo deve ser usado

isoladamente para o diagnostico diferencial entre LB e LDGCB; a associagao
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entre a expressao de proteina MUM1/IRF4 e EBV foi significativa e teve
sentido oposto; a expressédo da proteina p53 correlacionou-se de maneira
inversa com a infecgao pelo EBV; foi infreqlente a expressao da proteina

p63, nao sendo marcador util para o diagndéstico ou efeito progndstico no LB;

4. Nao se observou infecgdo pelo HHV-8 em qualquer um

dos casos analisados através de estudo imunoistoquimico e PCR.
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Anexo: Resultados gerais dos casos de Linfoma de Burkitt

CASO DIAGNOSTICO IDADE SEXO TOPOGRAFIA REGIAO BCL-6 ISH-EBV/TIPO LMP-1 PAX-5 MUM1 FISHMYC p53 p63 HIV
B 454/98 L. Burkitt atipico 29 F Ovario Sudeste NEG NEG NEG POS POS 18% NEG NEG NEG
B 514/98 L. Burkitt 19 M Linf. axilar Nordeste NEG NEG NEG NEG POS 11% NEG NEG NEG
B 1454/98 L. Burkitt 75 M Linf. axilar Centro-Oeste NEG NEG NEG POS NEG 5% NEG NEG NEG
B 1557/99 L. Burkitt 5 M Intestino Nordeste POS NEG NEG POS POS 3,30% NEG NEG NEG
:B 2838/99 L. Burkitt 15 F Bochecha Sudeste POS POS A NEG POS NEG 9% NEG NEG NEG
B 5222/99 L. Burkitt 5 F Intestino SOE Sudeste NEG POS B NEG POS POS 16,70% NEG NEG NEG
B 5704/99 L. Burkitt 3 M Mandibula Sul POS NEG NEG POS NEG 13,20% NEG NEG NEG
:B 6130/99 L. Burkitt atipico 19 M Abdominal EN SOE Sul POS POS A NEG POS NEG 28,60% NEG NEG NEG
'B 2367/00 L. Burkitt 38 M Fossa temporal Sudeste POS POS A NEG POS NEG 5,20% NEG NEG NEG
B 3142/00 L. Burkitt 9 M Intestino delgado Sudeste POS POS A NEG POS NEG 19,90% NEG NEG NEG
:B 4708/00 L. Burkitt atipico 13 M Ceco Sul NEG NEG NEG POS NEG 7,90% NEG NEG NEG
:B 5375/00 L. Burkitt NR M Intestino SOE Sul POS NEG NEG POS POS 23,50% NEG NEG NEG
B 7791/00 L. Burkitt 66 F Intestino delgado  Centro-Oeste POS NEG NEG POS NEG 6,30% POS NEG NEG
:B 8884/00 L. Burkitt 19 M Abdominal EN SOE Sul NEG NEG NEG POS POS 1540% NEG NEG NEG
:B 698/01 L. Burkitt NR F Intestino delgado Sul POS POS A NEG POS NEG 3,30% NEG NEG NEG
:B 1458/01 L. Burkitt 5 M NR Nordeste POS POS A NEG POS NEG 19,90% NEG NEG NEG
B 1846/01 L. Burkitt atipico 33 M Linf. inguinal Sudeste POS NEG NEG POS NEG 11,60% NEG NEG NEG
B 1972/01 L. Burkitt 34 M Linf. cervical Nordeste POS NEG NEG POS NEG 16,50% POS NEG POS
B 2882/01 L. Burkitt 25 M Linf. retroperitoneal Sul POS NEG NEG POS NEG 2,20% NEG NEG NEG
B 8472/01 L. Burkitt 53 M Figado Sudeste POS POS A NEG POS NEG 19,60% NEG NEG NEG
:B 8701/01 L. Burkitt 7 M Linf. cervical Nordeste POS NEG NEG POS NEG 4,30% NEG NEG NEG
:B 8956/01 L. Burkitt atipico 14 M Linf. SOE Sudeste POS NEG NEG POS NEG 2,40% NEG NEG NEG
:B 8999/01 L. Burkitt 10 F NR Nordeste POS POS | NEG POS POS 5,10% NEG NEG NEG
B 10760/01 L. Burkitt plasm. 46 M Epiplon/mesentério Sudeste POS NEG NEG POS NEG 9,20% NEG NEG NEG
;B 10805/01 L. Burkitt 3 M fleo terminal Sudeste POS NEG NEG POS POS 4,70% NEG NEG NEG
.B 328/02 L. Burkitt 5 M Abdominal EN SOE Nordeste POS NEG NEG POS POS 4% NEG NEG NEG
B 1332/02 L. Burkitt 52 F Tiredide Sul POS NEG NEG POS NEG 6,60% NEG NEG NEG
B 2956/02 L. Burkitt plasm. 2 M Linf. cervical Nordeste POS POS B NEG POS POS 19,10% NEG NEG NEG
:B 4080/02 L. Burkitt 11 M Linf. cervical Sudeste POS NEG NEG POS NEG 2,60% NEG NEG NEG
:B 4140/02 L. Burkitt 5 M Mesentério Norte POS POS B NEG POS POS 14% NEG NEG NEG
B 4725/02 L. Burkitt 11 M Linf. retroperitoneal Nordeste POS NEG NEG POS POS 21,40% NEG NEG NEG
B 5434/02 L. Burkitt atipico 80 M Estébmago Sudeste POS NEG NEG POS POS 2,60% NEG NEG NEG
B 6937/02 L. Burkitt atipico 28 M Sigmoide Nordeste POS NEG NEG POS POS 18% POS NEG NEG
B 7675/02 L. Burkitt 18 F Linf. cervical Sudeste POS POS A NEG POS NEG 4,50% NEG NEG NEG
B 8317/02 L. Burkitt 17 M Valvula ileo-cecal Sul POS NEG NEG POS NEG 19% NEG NEG NEG
:B 8375/02 L. Burkitt 3 M Mesentério Nordeste POS POS | NEG POS NEG 3,50% NEG NEG NEG
:B 8736/02 L. Burkitt 5 M fleo Norte POS POS B NEG POS NEG 5,50% NEG NEG NEG
:B 8807/02 L. Burkitt 4 M fleo Nordeste NEG POS B NEG POS POS 9,90% NEG NEG NEG
.B 8894/02 L. Burkitt 5 M  Abdominal EN SOE Nordeste POS POS B NEG POS POS 13,10% NEG POS NEG

L. linfoma; F, feminino; M, masculino; NEG, negativo; POS, positivo; I, inconclusivo; linf.; linfonodo; EN, extranodal; SOE, sem outra especificacdo; NR, ndo referido; m,

meses; plasm, plasmacitdide.
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Continuac¢io - Anexo: Resultados gerais dos casos de Linfoma de Burkitt

CASO D. ORIGINAL IDADE SEXO L. LESAO REGIAO BCL-6 ISH-EBV LMP-1 PAX-5 MUM1 FISHMYC p53 p63 HIV
CB 9192/02 L. Burkitt 19 M Intestino delgado Sudeste POS NEG NEG POS NEG 24,50% NEG NEG NEG
CB 10477/02 L. Burkitt 20 M Linf. cervical Sudeste POS NEG NEG POS POS 14,40% NEG NEG NEG
CB 11439/02 L. Burkitt 40 M Linf. retroperitoneal Nordeste POS POS A NEG POS NEG 7,80% NEG NEG POS
CB 1309/03 L. Burkitt 5 M Abdominal EN SOE Sudeste POS POS A NEG POS NEG 2,50% NEG NEG NEG
CB 1414/03 L. Burkitt 10 M Mandibula Centro-Oeste POS POS B NEG POS NEG 15,30% NEG NEG NEG
CB 1639/03 L. Burkitt atipico 65 F Estébmago Sul POS NEG NEG POS POS 2,40% NEG NEG NEG
CB 4354/03 L. Burkitt 7 M Abdominal EN SOE Sudeste POS NEG NEG POS POS 5% NEG NEG NEG
CB 4385/03 L. Burkitt 41 M Linf. axilar Sul POS POS A NEG POS POS 14,30% NEG NEG NEG
CB 4547/03 L. Burkitt 34 F Maxila Centro-Oeste POS NEG NEG POS POS 2,50% NEG NEG NEG
CB 6491/03 L. Burkitt 8 F Orofaringe Sudeste POS NEG NEG POS POS 20% NEG NEG NEG
CB 7353/03 L. Burkitt 33 M Linf. cervical Centro-Oeste POS NEG NEG POS POS 15,10% POS NEG NEG
CB 7983/03 L. Burkitt 6 M Abdominal EN SOE Nordeste POS POS | NEG POS NEG 2,40% NEG NEG NEG
CB 8153/03 L. Burkitt 30 M Abdominal EN SOE Centro-Oeste POS NEG NEG POS POS 17,20% NEG NEG NEG
CB 8873/03 L. Burkitt 43 M Linf. inguinal Sudeste POS NEG NEG POS NEG 8,90% NEG NEG NEG
CB 9541/03 L. Burkitt 31 M Linf. SOE Sul POS NEG NEG POS POS 16% POS NEG NEG
CB 10020/03 L. Burkitt 25 F Linf. axilar Sudeste POS POS B NEG POS POS 25,20% NEG NEG POS
CB 12123/03 L. Burkitt 12 F Linf. SOE Nordeste POS NEG NEG POS POS 15,60% POS NEG NEG
CB 12267/03 L. Burkitt 8 M Regido escrotal SOE Sudeste POS POS A NEG POS POS 15,30% NEG NEG NEG
CB 12296/03 L. Burkitt 49 M Colon Sul POS NEG NEG POS NEG 18,20% NEG NEG NEG
CB 12622/03 L. Burkitt 8 F Abdominal EN SOE Sudeste POS POS A NEG POS POS 10,60% NEG NEG NEG
CB 13267/03 L. Burkitt 7 F Ceco Sudeste NEG NEG NEG POS POS 13,30% POS NEG NEG
CB14599/03 L. Burkitt 8 M Linf. cervical Sul POS NEG NEG POS NEG 11,20% NEG NEG NEG
CB 77/04 L. Burkitt 45 M Linf. axilar Sudeste POS POS A NEG POS NEG 11,60% NEG NEG NEG
CB 904/04 L. Burkitt NR F Linf. axilar Sudeste POS POS A NEG POS NEG 8,40% NEG NEG NEG
CB 1149/04 L. Burkitt 18 M Quiasma 6ptico Sul NEG POS A NEG POS POS 8,50% NEG NEG NEG
CB 1675/04 L. Burkitt 38 F Estdmago Sudeste POS POS A NEG POS NEG 7,90% NEG NEG NEG
CB 2292/04 L. Burkitt 5 M Estébmago Nordeste POS POS A NEG POS NEG 7,80% NEG NEG NEG
CB 3713/04 L. Burkitt 19 M Linf. cervical Norte I | | | | 3,20% | | NEG
CB 3741/04 L. Burkitt 5 M NR Norte POS NEG NEG POS POS 6,90% NEG NEG NEG
CB 5036/04 L. Burkitt 3 M NR Sudeste POS POS A NEG POS NEG 6,80% NEG NEG NEG
CB 5192/04 L. Burkitt 10 M fleo Norte POS POS A NEG POS NEG 9,40% NEG NEG NEG
CB 5282/04 L. Burkitt 15 M Abdominal EN SOE Sul POS NEG NEG POS POS 20,50% NEG NEG NEG
CB 6181/04 L. Burkitt 42 M Intestino SOE Centro-Oeste POS POS B NEG POS NEG 16% NEG NEG NEG
CB 6565/04 L. Burkitt 28 F Intestino SOE Sudeste NEG NEG NEG POS POS 19% POS NEG NEG
CB 6759/04 L. Burkitt 13 F Intestino SOE Sudeste POS NEG NEG POS NEG 14,40% NEG NEG NEG
CB 6777/04 L. Burkitt 37 M Linf. axilar Nordeste POS POS A NEG POS NEG 7,70% NEG NEG NEG
CB 7280/04 L. Burkitt 6 M Abdominal EN SOE Nordeste POS POS B NEG POS NEG 8,90% POS NEG NEG
CB 7442/04 L. Burkitt 13 F Linf. cervical Nordeste POS NEG NEG POS NEG 3,50% NEG NEG NEG
CB 7467/04 L. Burkitt 7 M Abdominal EN SOE Nordeste NEG NEG NEG NEG NEG 4% NEG NEG NEG

L. linfoma; F, feminino; M, masculino; NEG, negativo; POS, positivo; I, inconclusivo; linf.; linfonodo; EN, extranodal; SOE, sem outra especificacdo; NR, ndo referido; m,
meses; plasm, plasmacitdide.
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Continuac¢io - Anexo: Resultados gerais dos casos de Linfoma de Burkitt

JASO D. ORIGINAL IDADE SEXO L. LESAO REGIAO BCL-6 ISH-EBV LMP-1 PAX-5 MUM1 FISHMYC p53 p63 HIV
B 7995/04 L. Burkitt 8 M Amigdala Nordeste POS NEG NEG POS POS 16,70% NEG NEG NEG
B 8267/04 L. Burkitt 11 F Amigdala Nordeste POS POS | NEG POS POS 12,20% NEG NEG NEG
B 9831/04 L. Burkitt atipico 4 M Abdominal EN SOE Nordeste POS POS B NEG POS NEG 11,40% NEG NEG NEG
B 11938/04 L. Burkitt 34 F Abdominal EN SOE Sul POS POS A NEG NEG NEG 2230% NEG NEG NEG
;B 12281/04 L. Burkitt 6 M Abdominal EN SOE Sudeste POS POS A NEG POS NEG 7,70% NEG NEG NEG
B 13201/04 L. Burkitt 48 M Linf. cervical Sudeste POS POS A NEG POS POS 12,50% POS NEG NEG
;B 13410/04 L. Burkitt 6 M Nasofaringe Nordeste POS NEG NEG POS NEG 14,70% POS NEG NEG
;B 14849/04 L. Burkitt 10 F Tiredide Sudeste NEG NEG NEG POS NEG 13,20% NEG NEG NEG
B 14905/04 L. Burkitt 26 F Linf. SOE Nordeste POS POS A NEG POS NEG 2,60% NEG NEG NEG
B 15071/04 L. Burkitt 3 F Abdominal EN SOE Nordeste POS POS A NEG POS NEG 14,90% NEG NEG NEG
B 15453/04 L. Burkitt 37 M Palato Nordeste POS NEG NEG POS NEG 4,90% NEG POS NEG
B 15997/04 L. Burkitt 5 M Abdominal EN SOE Sudeste NEG POS A NEG POS NEG 10,70% NEG NEG NEG
B 16160/04 L. Burkitt 37 M Omento Sudeste POS NEG NEG POS NEG 20,70% NEG POS NEG
B 16713/04 L. Burkitt 33 M Apéndice cecal Sudeste POS NEG NEG POS POS 17,80% NEG NEG NEG
;B 16886/04 L. Burkitt 21 M Linf. submandibular Nordeste POS POS A NEG POS POS 8,95% NEG NEG NEG
B 16983/04 L. Burkitt atipico 15 M Abdominal EN SOE Nordeste POS POS A NEG POS NEG 11,30% NEG NEG NEG
B 17182/04 L. Burkitt 37 F Tiredide Sul POS NEG NEG POS NEG 3,50% NEG NEG NEG
;B 17262/04 L. Burkitt 40 M Parede toracica SOE Nordeste POS NEG NEG POS NEG 11,40% NEG POS NEG
B 2505/05 L. Burkitt 25 F Linf. inguinal Sudeste POS POS A NEG POS NEG 10,40% NEG NEG NEG
B 4227/05 L. Burkitt 5 M Abdominal EN SOE Nordeste POS POS A NEG POS NEG 10,50% NEG NEG NEG
B 4504/05 L. Burkitt 32 M Linf. axilar Sudeste POS POS A I POS NEG 10% NEG NEG POS
B 4558/05 L. Burkitt 13 F Ovario Norte POS POS A NEG POS NEG 10,70% POS NEG NEG
B 4739/05 L. Burkitt 46 F Linf. inguinal Sul POS NEG NEG POS POS 16,60% NEG NEG NEG
B 5308/05 L. Burkitt 26 M Vértebra Nordeste POS NEG NEG POS NEG 3% NEG POS NEG
B 5531/05 L. Burkitt 20 M Figado Centro-Oeste POS POS A NEG POS NEG 2,80% NEG NEG NEG
B 6290/05 L. Burkitt 6 M Abdominal EN SOE Sul NEG NEG NEG NEG NEG 9,80% POS NEG NEG
B 6573/05 L. Burkitt 27 M Linf. inguinal Sudeste POS NEG NEG POS POS 20,50% NEG NEG NEG
B 7227/05 L. Burkitt 6 M fleo Sudeste NEG NEG NEG POS POS 16,90% NEG NEG NEG
B 7320/05 L. Burkitt plasm. 23 M Estdmago Norte NEG POS A NEG POS POS 16,80% NEG NEG NEG
B 7574/05 L. Burkitt 5 M Linf. cervical Nordeste POS POS A NEG POS NEG 8,30% NEG NEG NEG
B 7929/05 L. Burkitt 49 M Ceco Nordeste POS POS A NEG POS NEG 9,10% NEG NEG NEG
B 8522/05 L. Burkitt 23 F Ovaério Sul POS POS A NEG POS NEG 15,20% NEG NEG NEG
:B 9090/05 L. Burkitt 9 M Abdominal EN SOE Nordeste POS POS A NEG POS NEG 20% NEG NEG NEG
;B 9531/05 L. Burkitt atipico 15 M {leo terminal Sul POS NEG NEG POS POS 3,20% POS NEG NEG
B 9815/05 L. Burkitt 7 M Abdominal EN SOE Nordeste POS POS A NEG POS NEG 8,60% NEG NEG NEG
B 9970/05 L. Burkitt plasm. 30 M Figado Sudeste POS NEG NEG POS NEG 4,20% NEG NEG NEG
;B 10041/05 L. Burkitt 56 F Figado Sul POS NEG NEG POS POS 19,30% NEG POS NEG
B 10102/05 L. Burkitt 40 F Reto Nordeste POS POS B NEG POS NEG 9,80% NEG POS NEG
;B 10676/05 L. Burkitt 6 M Intestino SOE Nordeste NEG NEG NEG POS NEG 6,40% NEG NEG NEG

L. linfoma; F, feminino; M, masculino; NEG, negativo; POS, positivo; I, inconclusivo; linf.; linfonodo; EN, extranodal; SOE, sem outra especificacdo; NR, ndo referido; m,

meses; plasm, plasmacitdide.
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Continuac¢io - Anexo: Resultados gerais dos casos de Linfoma de Burkitt

yASO D. ORIGINAL IDADE SEXO L. LESAO REGIAO BCL-6 ISH-EBV LMP-1 PAX-5 MUM1 FISHMYC p53 p63 HIV
B 12366/05 L. Burkitt 3 F Regido pélvica SOE Nordeste POS POS A NEG POS POS 17,20% POS NEG NEG
;B 13222/05 L. Burkitt 44 M Couro cabeludo Sudeste POS POS A NEG POS NEG 17,20% NEG NEG POS
B 14325/05 L. Burkitt 14 M Abdominal EN SOE Sul POS NEG NEG POS POS 14,80% NEG NEG NEG
B 15251/05 L. Burkitt 81 F Abdominal EN SOE Sul POS NEG NEG POS POS 11,20% NEG NEG NEG
;B 15624/05 L. Burkitt 5 M fleo Nordeste NEG POS B NEG POS NEG 3,60% NEG NEG NEG
;B 15972/05 L. Burkitt 4 M Amigdala Sudeste POS NEG NEG POS POS 21,80% POS NEG NEG
'B 16017/05 L. Burkitt 21 M Linf. cervical Nordeste POS NEG NEG POS POS 15,30% POS NEG NEG
;B 16525/05 L. Burkitt 8 M Intestino grosso Norte NEG POS B NEG POS POS 10,30% NEG NEG NEG
B 17358/05 L. Burkitt 25 M Duodeno Sudeste POS POS A NEG POS NEG 13,10% NEG NEG POS
B 17459/05 L. Burkitt 2 M Mesentério Nordeste NEG NEG NEG POS NEG 18,80% NEG NEG NEG
;B 17890/05 L. Burkitt 29 F Linf. axilar Sudeste POS POS A NEG POS NEG 2210% NEG NEG NEG
;B 18127/05 L. Burkitt atipico 43 M Linf. cervical Sul POS NEG NEG POS POS 3,20% POS POS NEG
;B 19347/05 L. Burkitt 40 M Linf. cervical Sul POS POS A NEG POS NEG 20,60% NEG NEG NEG
B 1/06 L. Burkitt 52 F Tu abdominal Nordeste POS POS A NEG POS POS 16,20% NEG NEG POS
B 274/06 L. Burkitt 14 M Mesentério Sul POS NEG NEG POS NEG 19,30% NEG NEG NEG
B 718/06 L. Burkitt 7 M Célon Nordeste POS NEG NEG POS POS 15,90% NEG NEG NEG
'B 951/06 L. Burkitt 3 M Intestino delgado Sul POS POS A NEG POS NEG 15,80% NEG NEG NEG
;B 1832/06 L. Burkitt plasm. 22 M Linf. inguinal Nordeste POS POS B NEG POS NEG 14,70% NEG NEG NEG
'B 2263/06 L. Burkitt 58 M Nasofaringe Nordeste POS POS A NEG POS NEG 6,10% NEG NEG NEG
B 2523/06 L. Burkitt 2 M Glandula salivar Sudeste POS POS A NEG POS POS 1540% NEG NEG POS
B 3232/06 L. Burkitt 39 M Linf. inguinal Sul POS NEG NEG POS NEG 15,70% NEG NEG NEG
B 4636/06 L. Burkitt 42 M fleo Sudeste POS NEG NEG POS NEG 3,20% NEG NEG POS
B 6265/06 L. Burkitt 41 M Linf. axilar Sul POS POS A NEG POS NEG 15,50% NEG POS NEG
B 7449/06 L. Burkitt 13 F Linf. cervical Sul POS NEG NEG POS POS 18,60% NEG NEG NEG
)B 7618/06 L. Burkitt 6 M Linf. retroperitoneal Sudeste POS POS A NEG POS NEG 21,10% NEG NEG NEG
B 7916/06 L. Burkitt 34 M Linf. cervical Sul NEG NEG NEG POS POS 6,70% NEG NEG NEG
B 8939/06 L. Burkitt 10 M Intestino SOE Sudeste POS NEG NEG POS NEG 15,30% POS NEG NEG
B 9495/06 L. Burkitt 74 F Linf. retroperitoneal Sul POS NEG NEG POS NEG 17,40% NEG NEG NEG
B 10447/06 L. Burkitt atipico 3 M Figado Nordeste POS NEG NEG POS NEG 21,80% NEG NEG NEG
B 10859/06 L. Burkitt 23 M Célon Sul POS NEG NEG POS POS 18,80% NEG NEG NEG
B 11122/06 L. Burkitt 3 M Intestino SOE Nordeste POS POS A NEG POS NEG 15% NEG NEG NEG
‘B 11636/06 L. Burkitt atipico 67 M Linf. retroperitonio Centro-Oeste  POS NEG NEG POS NEG 3,60% POS NEG NEG
B 12607/06 L. Burkitt 7 F Linf. cervical Nordeste POS NEG NEG POS NEG 6,70% POS NEG POS
:B 13768/06 L. Burkitt plasm. 17 M Linf. omento Sudeste POS NEG NEG POS NEG 8,20% NEG NEG NEG
B 13773/06 L. Burkitt 3 M Intestino SOE Nordeste POS POS A NEG POS NEG 6% NEG NEG NEG
;B 14086/06 L. Burkitt 30 M Mesentério Centro-Oeste  POS POS B NEG POS NEG 17,10% NEG NEG POS
;B 15619/06 L. Burkitt 51 F Linf. cervical Nordeste POS POS A NEG POS NEG 10,60% NEG NEG NEG
B 15643/06 L. Burkitt 6 M Abdominal EN SOE Nordeste POS POS A NEG POS POS 18,60% NEG NEG NEG
;B 15971/06 L. Burkitt 4 F Intestino SOE Sudeste POS POS A POS POS NEG 9% POS NEG NEG

L. linfoma; F, feminino; M, masculino; NEG, negativo; POS, positivo; I, inconclusivo; linf.; linfonodo; EN, extranodal; SOE, sem outra especificagdo; NR, ndo referido; m, meses;
plasm, plasmacitdide.
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Continuac¢io - Anexo: Resultados gerais dos casos de Linfoma de Burkitt

JASO D. ORIGINAL IDADE SEXO L. LESAO REGIAO BCL-6 ISH-EBV LMP-1 PAX-5 MUM1 FISHMYC p53 p63 HIV
B 16792/06 L. Burkitt 4 M Figado Norte POS NEG NEG POS POS 12% NEG NEG NEG
B 17126/06 L. Burkitt 2 F Linf. cervical Nordeste POS POS A NEG POS NEG 4,30% NEG NEG NEG
B 18062/06 L. Burkitt 3 F Linf. SOE Norte POS POS A NEG POS NEG 14,80% NEG NEG NEG
B 18070/06 L. Burkitt 5 M Mesentério Norte POS POS A NEG POS NEG 19,90% NEG NEG NEG
;B 18179/06 L. Burkitt 5 M Abdominal EN SOE Nordeste POS POS A NEG POS NEG 20% NEG NEG NEG
;B 18425/06 L. Burkitt 9 M Regido pélvica SOE Nordeste NEG POS A NEG POS POS 20,30% POS NEG NEG
B 18592/06 L. Burkitt 4 M Intestino SOE Sul POS POS A NEG POS POS 21,60% POS NEG NEG
B 18885/06 L. Burkitt 9 M Pancreas Norte POS POS B NEG POS NEG 8% POS NEG NEG
B 20154/06 L. Burkitt 11 F Abdominal EN SOE Sul POS NEG NEG NEG POS 43,20% POS NEG NEG
B 20780/06 L. Burkitt 51 M Linf. axilar Norte POS POS A NEG POS NEG 14,60% NEG NEG POS
B 1921/07 L. Burkitt 11 M Ceco Sudeste POS POS A NEG POS NEG 11,10% NEG NEG NEG
B 2007/07 L. Burkitt 4 M Jejunol/ileo Norte NEG NEG NEG POS NEG 5% NEG NEG NEG
;B 2098/07 L. Burkitt 5 F Abdominal EN SOE Nordeste POS POS A NEG POS NEG 18% POS NEG NEG
B 2325/07 L. Burkitt 6 M Mandibula Sudeste POS POS A NEG POS POS 20,10% NEG NEG NEG
B 3092/07 L. Burkitt 4 M Abdominal EN SOE Sudeste POS POS B NEG POS NEG 5,00% NEG NEG NEG
:B 3996/07 L. Burkitt 4 M Linf. cervical Sul POS POS B NEG POS POS 13,20% NEG NEG NEG
B 4052/07 L. Burkitt 7 M Abdominal EN SOE Sudeste POS POS B NEG POS POS 16,70% NEG NEG NEG
B 4053/07 L. Burkitt 5 M Regido ileo-cecal Sudeste NEG POS B NEG POS NEG 4,00% NEG NEG NEG
B 4057/07 L. Burkitt 6 M Abdominal EN SOE Sudeste POS POS A NEG POS NEG 5,90% NEG NEG NEG
B 4059/07 L. Burkitt 12 M fleo Sudeste POS NEG NEG POS POS 2,40% NEG NEG NEG
;B 4061/07 L. Burkitt 12 F Para-ovariana Sudeste POS NEG NEG POS POS 20,10% NEG NEG NEG
;B 4171/07 L. Burkitt 29 M Linf. cervical Nordeste POS NEG NEG POS POS 18,00% NEG NEG NEG
B 5331/07 L. Burkitt 4 F Abdominal EN SOE Nordeste POS POS A NEG POS NEG 8,40% NEG NEG NEG
'B 5694/07 L. Burkitt plasm. 3 M fleo terminal Nordeste POS POS A NEG POS NEG 4,20% NEG NEG NEG
B 5932/07 L. Burkitt 14 M Linf. cervical Nordeste NEG NEG NEG POS POS 4,30% POS NEG NEG
B 6344/07 L. Burkitt 5 M Intestino delgado Sudeste POS POS A NEG POS POS 19,80% NEG NEG NEG
B 6717/07 L. Burkitt 16 M Abdominal EN SOE Centro-Oeste = POS NEG NEG POS POS 18,80% POS NEG NEG
B 7843/07 L. Burkitt 39 M Linf. axilar Sudeste POS NEG NEG POS NEG 18,40% NEG NEG NEG
;B 8058/07 L. Burkitt 7 F Abdominal EN SOE Centro-Oeste = POS NEG NEG POS NEG 21,90% NEG NEG NEG
B 9176/07 L. Burkitt 9 M Intestino delgado Sudeste NEG NEG NEG POS NEG 2,50% NEG NEG NEG
B 9502/07 L. Burkitt 3 M Intestino delgado Sudeste POS POS A NEG POS NEG 12,80% NEG NEG NEG
:B 9504/07 L. Burkitt 10 M Linf. SOE Sudeste POS NEG NEG POS POS 25,10% NEG NEG NEG
B 9822/07 L. Burkitt 45 M Linf. cervical Sul NEG NEG NEG POS NEG 18,90% NEG NEG NEG
B 10225/07 L. Burkitt 14 M Linf. cervical Sudeste POS NEG I | NEG 2,30% | | NEG
'B 10782/07 L. Burkitt 10 F Fossa iliaca direita Sudeste | POS A NEG POS | 15,50% NEG NEG NEG
B 11383/07 L. Burkitt 37 M Linf. cervical Sul POS POS A NEG POS NEG 18,20% NEG NEG NEG
;B 11467/07 L. Burkitt 9 M Abdominal EN SOE Sudeste POS POS A NEG POS NEG 13,40% POS NEG NEG
B 12472/07 L. Burkitt 7 M Intestino grosso Nordeste POS POS A NEG POS NEG 2,20% NEG NEG NEG
B 12913/07 L. Burkitt 7 M fleo Centro-Oeste  POS POS A NEG POS NEG 13,50% POS NEG NEG

L. linfoma; F, feminino; M, masculino; NEG, negativo; POS, positivo; I, inconclusivo; linf.; linfonodo; EN, extranodal; SOE, sem outra especificagdo; NR, ndo referido; m, meses;
plasm, plasmacitdide.
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Conclusio - Anexo: Resultados gerais dos casos de Linfoma de Burkitt

yASO D. ORIGINAL IDADE SEXO L. LESAO REGIAO BCL-6 ISH-EBV LMP-1 PAX-5 MUM1 FISHMYC p53 p63 HIV
B 13405/07 L. Burkitt 56 F Mama Nordeste POS NEG NEG POS POS 3,80% NEG NEG NEG
B 13643/07 L. Burkitt 10 M Orofatinge Nordeste POS NEG NEG POS POS 12,60% NEG NEG NEG
B 14011/07 L. Burkitt 14 F Linf. cervical Sudeste POS NEG NEG POS NEG 5,60% NEG NEG NEG
B 14012/07 L. Burkitt 11 M Abdominal EN SOE Sudeste POS NEG NEG POS POS 22,70% POS NEG NEG
;B 14013/07 L. Burkitt 11 M Mandibula Sudeste POS NEG NEG POS POS 19,30% POS NEG NEG
;B 15080/07 L. Burkitt 14 M fleo terminal Sudeste POS NEG NEG POS POS 15,50% NEG NEG NEG
;B 15244/07 L. Burkitt 6 M Abdominal EN SOE Nordeste POS POS B NEG POS NEG 15,20% NEG NEG NEG
B 15307/07 L. Burkitt 37 M Linf. axilar Sudeste POS POS A NEG POS NEG 12,60% NEG POS POS
B 15902/07 L. Burkitt 5 M Abdominal EN SOE Norte POS POS A NEG POS POS 19,90% NEG NEG NEG
;B 15968/07 L. Burkitt 4 M Nasofaringe Nordeste POS NEG NEG POS POS 10,60% NEG NEG NEG
;B 16234/07 L. Burkitt 3 F Linf. cervical Centro-Oeste = POS POS A NEG POS NEG 15% NEG NEG NEG
;B 16477/07 L. Burkitt 4 M Abdominal EN SOE Nordeste POS POS A NEG POS POS 18,70% NEG NEG NEG
;B 16770/07 L. Burkitt 13 M Intestino delgado Centro-Oeste  POS NEG NEG POS NEG 4,80% NEG NEG NEG
;B 17276/07 L. Burkitt 3 M Cavidade oral Nordeste POS POS A NEG POS NEG 11,40% NEG NEG NEG
B 18276/07 L. Burkitt 3 F Abdominal EN SOE Centro-Oeste POS POS A NEG POS NEG 17,30% NEG NEG NEG
B 18444/07 L. Burkitt 16 M Abdominal EN SOE Nordeste POS NEG NEG POS POS 19,20% NEG NEG NEG
B 18951/07 L. Burkitt 4 M Epiplon Sul POS NEG NEG POS POS 18,60% POS NEG NEG
B 19149/07 L. Burkitt 10 M NR Nordeste POS POS A NEG POS NEG 13,60% NEG NEG NEG
B 19152/07 L. Burkitt 12 M NR Nordeste POS POS A NEG POS NEG 12% NEG NEG NEG
B 19154/07 L. Burkitt 8 M Abdominal EN SOE Nordeste POS POS A NEG POS NEG 10,40% NEG NEG NEG
;B 19155/07 L. Burkitt 79 M Linf. cervical Nordeste POS POS A NEG POS NEG 2,80% NEG NEG NEG
B 19156/07 L. Burkitt 24 F NR Nordeste POS NEG NEG NEG NEG 3,60% NEG NEG NEG
;B 19158/07 L. Burkitt 7 F Intestino SOE Nordeste NEG POS A NEG POS POS 12,90% POS NEG NEG
;B 19159/07 L. Burkitt 7 F Ovario Nordeste | NEG NEG | NEG 3,60% NEG NEG NEG
B 19160/07 L. Burkitt 7 M Abdominal EN SOE Nordeste POS POS A NEG POS NEG 20% NEG NEG NEG
B 19161/07 L. Burkitt 6 M Abdominal EN SOE Nordeste POS POS A NEG POS NEG 14,50% NEG NEG NEG
'B 19162/07 L. Burkitt 13 F Intestino delgado Nordeste POS NEG NEG POS NEG 17,70% NEG NEG NEG
B 19163/07 L. Burkitt 71 F Linf. cervical Nordeste POS POS A NEG POS POS 19,50% POS NEG NEG
;B 19164/07 L. Burkitt 3 F Abdominal EN SOE Nordeste POS POS B NEG POS NEG 7,90% NEG NEG NEG
B 19165/07 L. Burkitt 6 F Regido ileo-cecal Nordeste POS NEG NEG POS POS 13,60% NEG NEG NEG
;B 19167/07 L. Burkitt 7m M Intestino SOE Nordeste POS POS A NEG POS NEG 2160% NEG NEG NEG
;B 19168/07 L. Burkitt 3 M NR Nordeste POS POS A NEG POS POS 2160% NEG NEG NEG
B 19201/07 L. Burkitt 3 F Abdominal EN SOE Norte POS POS A NEG POS POS 11,30% POS NEG NEG
B 19213/07 L. Burkitt 3 M Abdominal EN SOE Norte POS POS A NEG POS POS 16,10% NEG NEG NEG
B 19771/07 L. Burkitt 12 M Linf. cervical Nordeste POS POS A NEG POS NEG 15% NEG NEG NEG
B 19878/07 L. Burkitt 5 M Abdominal E SOE Sudeste POS NEG NEG POS POS 21,90% POS NEG NEG
;B 19981/07 L. Burkitt 13 M Linf. axilar Centro-Oeste  POS POS B NEG POS NEG 16% NEG NEG NEG
B 20588/07 L. Burkitt 55 M Linf. axilar Nordeste POS NEG NEG POS NEG 8,30% NEG NEG POS
P 6764/07 L. Burkitt 7 M Figado Sudeste POS NEG NEG POS POS 12,80% NEG NEG NEG

L..linfoma; F, feminino; M, masculino; NEG, negativo; POS, positivo; 1, inconclusivo; linf.; linfonodo; EN, extranodal; SOE, sem outra especificagdo; NR, nao
referido; m, meses; plasm, plasmacitoide.
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Viral Studies in Burkitt Lymphoma

Association With Epstein-Barr Virus but Not HHV-8
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Abstract

Heerdeiss dyvmphoma (BL) is a highly aggressive
non-Hodgkin tymphoma, composed of a monomorphic
poputasion of medium-sized 8 oells with a high
proliferation rate and o consistent MY U fronslocation.
Epstein-Barr virus | EBV) has been associated with 81
with different frequencies depending on the clinical
varians. Kaposi sarcoma—associated herpesvirus,
or Mumen beipesvirns 8 (HEV-8), infects o wide
runige of wonmal cells, having o well-established
e it pathogenesis of varions neoplasms,
inclnding Kaposi sareoma, privaey effision
Ivmphanea, multicentric Castleman disease (MDY
ard MO D-aszociared plasmablastic banphoma, In
secondary immedeficiencies, swch as V-1 infection
and ergan transplantarion, HHV-8 is considered an
apporinistic pofegen linked to the development of
Ivmphamas in patients with ALDS and HIVS parienss,
We stuigfied the associaion of ESY and HHV-8 by
innmemodistochemical analvsis, in sin fvbridizartion,
and polymerase chain reaction in a large munber of
well-characterized BLs. EBV was present in 45.00%
af all BL cases with higher incidence in the pediatric
group; most cases were EEV oope A We fond no
assoation of B with HHV-8 e EBV BL or in EBV-
cases, inclugding the IV BL prouwp,

186 Aw.) CiinPocho 100 130 126- 187
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Bauskitt Iymplwoines (BL) k2 a highly ageressive aon-Hoedg-
kim Ivenphoma with endemie, sporadic, and bnmunodeficien-
cy-asmociated clinical varants composed of a monomosphic
population of medivm-sized B cells with a high peoliferation
rate and having a consistent MY transbocation ™% Wiral
infections, in particular Epstedn-Barr virus (EBV), have been
asaociated with BL; it i well established that this association
occurs with different frequencies depending on the clindcal
variant? EBV i= present in the majoeity of endemic cases of
BL and neardy 30% of cases of sporadic BL.* In Brazil, & high
association of EBY with BL has been demonsteated bn tropical
areas, expecially in the noetheast region *4

Kapost sarcoma—associated herpesvires, or I ber-
peavirus (HHY AR, s a virus able o infect memmalian ozlls,
tluding  lymphoid cells, dendritic cells, and Ghroblasts,
Several neoplasms have bean associated with HHV-&, includ-
g Blaposi sapcorms, primsary effusion lemphoms, muolticentric
Castleman disease (MCD), and MOD-aszoctated plasmablas-
tic lymphoma &2

In the context of secondary immunodeficiencies, such
az HIV-1 anfection and organ teansplantation, HHY-8 i
consdered an opporiinistie pathogen that has heen linked
Lo the development of lymphopeolifesative diseases, includ-
ing lymphomas and related diseases” HHV-% has also been
peposted in association with Byinphomag b patients with AIDE
and HIV+ patient= 1" In cominon varable immunodeficiency,
a ity imrunedeficieney disorder of unknown etiology.
patbeiits have a high risk of B-cell lymphomas, HHV-8 has
been identified in oot least some of the associated lymplomas
and is considered an important factor i their pathogenesis®
D et al! demonsirated monctvpic HHY -3+ plasmablasiz in
BACTY anad BMCT-azsociated plazmablastic Iymphomas,

‘& Amernican §eaety for Clinical Fathalagy



HHY-&-nazociated lymphomas have included cases of
naive cell ariging germinal center (GO and post—GE cells,
unlike EBV-azsociated lymplormsas, which are generally
mere resiricied o GO or post-GC crigin 9 HHV -8 and
EBY coinfection has been decumented in primsry effusion
Iyenphecanma aind i the setting of Castlemsan discase, typacally
azscciated with an inmuanosuppressed stae

L the lteraiure, there is scaroe informstion on e azso-
clation of HHV-8 with BL i HIV+ and HIV- patients, and
it g generally limted w0 data concerning Afican populations.
Loz et al. inoa study of East African patients, evaluated
16 BL cases and detected HHY-8 in nonneoplazic Ivenphodd
cells in 1 case of an HIV- patien with a lvmph nede partally
involved by BL, The molecular analysiz in microdissected
HHV-+ cells bn this case showed absence of clonality. It
15 worth mentioning that in this BL case, there was no a3so-
clation with Kaposi sarcoma. In a peevious siudy on HIV-
associated malignant Iyinphomas, also in African patients,
Lazzi et al*® amalyzed 29 cases of BL, with none showing
HHV-& by polvimerse cham seaction (PCRL In 10 cases
af African BL, Tao and Ambinder' did mot find HHYV-3 ar
HHW-T bt fousd HHY-G in 3 cases studied.

We stndied the association of EBY and HHV-# in a
large munber of well-characterized BL cases ina Brazilian
population.

Materials and Methods

Case Material and Clinical Diata

We retrcspectively obiained 311 cases of BL from the
files of Conzultonia em Patclogia, a large reference conaulia-
taom service i anstomde pathology located in Boducan, &b
Paulo Siate, Brazl The sudy group included all cases of
BL with available sepresentative formalin-Nxed, paralfin-
einbedded (FFPE) blocks received in consuliation between

Hemnto pathology / Orciras Arncin

Juse 1997 and May 2007, Modal and extrancdal BL cases
were ehded, Clinkeal data, including sex, age al diagnosis,
and tumor location, were obtained from the referring pathalo-
gtz and oncologisis. We reviewed available HEE-stained
alides of each case, and representative ansas were selectad foe
incorporibon inko tissee microarmays (ThAR)L Morphologic
subclassification of the cases was perforimed scoonding 1o
warianis recognizad by the Woeld Health Owganieation clas-
sification

TAA Construction

Six TWA blocks were constructed by wsing a tssue
areayer (Beecher Instruments, Sun Prabrie, W1 Each bdi-
widual caze was represented by 3 tumoe cores of 006 that
were faken frem the original paraffin blocks, Serial sections
of 3 pien o were cul froin the fisswe array blocks and wsed fog
trmunohistochemical analysis. Propor posilive and nega-
tivier control copes for each marker were also included in the
array block o provide adequacy of the antibodies wsed i the
immunohisiochemical studies as follows tonsil (CD3, CDI0,
Cny, bel-20 bel-b, and Ki-G7), Bemghoblastie vimphomsa
rermnal decsynuclecstidy] ransfemse), EBV+ Hodgkin byim-
phoins (EBY lateint membrane peotein [LMP]-11, and Baposi
sarcoma and HHY-8-AlDS-related non-BL (Kaposi sanco-
ma—assockated TapesvinaHHY -2,

Inmunolistochemdeal Analysis and In Situ Hybebdization
An binmunohistochemibeal giudy was performed for cach
ThdA using MNovolink polymer (Mowvocastr, Newcastle upon
Tyne, England) as the detection system, amd an epitope-
refrieval method was applied as needed For esch specific
antitody, dimmanobenzdine was the chiromogen, Primary
antibodies used were anti-CD20, anti-CT3, ani-CDAO, anti—
biel-f, anti-Ki-67, anti-bel-2, anti-ERBV-LMP, and aoti—
HHY-# ket musclear antigen (LAMNA), for this last marker,
only eells with a salt-and-pepper granular meclear patiermn of
brmiostaining were considered positive PTable 10

ITable 10

Primiwry Antibsdies Used for Immunshistechensical Stoining in ParnfMin Sections

Amtigen Clame Dilnglon Amtigen Retrieval®  Source

co20 L 1:1,200 Ay, CB DAKO, Carpmrtara, CA

Cha iy 1:300 £ CB Meohdarkars/Lab Vsaon, Frermong, CA
CDio BEC8 1100 £ CB Moncasira, Mewcastie upon Tyne, England
b2 124 1:400 by, CB DaKO

bekE PG-BAP 1:14G0 T + & TRIG DaKs

W7 hIE-1 1:4,800 FC, OB ]t

LAMNA of fuman herpesving B IORF-7.3) LM-E3 1:30,000 PC, OB A warced Biotechrokgess, Colurmbis, hMD
TdT Pakcianal 1:1,800 PC, EDTA DaKs

LhiiFq CE1-4 1:640 5 CE ]t

OB, catrate baedfer, pH & AN A, Raeat suclear antigen; BIW, micees e ovcn: ORF, open scadfmng fame FC, presvane cooler 5, steamer; T, bypais; TAT, seeoinal

devor s beatinly Drade s e TRIS, wibydrecmethy lammonc ke
* Heat-induced cpriteps sehicval Wi el

‘& Amenican Society for Clinical Prboligy

Am JCIR Fothol 0013018152 187

TS W AMTEELAA O



HHV-f—azzociated Iympheomas ave included cases of
maive cell origin, germinal center (GO and poat—GC cells,
unlike EBRVW-azsociated Iymploimaz, which are generally
more pesiricled o GO or post-GC crigin, '™ HHY-8 and
EBY coinfection has been documented in primary effusion
Iymipheass and i the setting of Castleman diseaze, typacally
azsociated with an immunosuppressed state. '

[ the literature, thene = scarce information on the asso-
clation of HHYV-2 with BL in HIV+ and HIV- patiends, and
it s generally liited to data coneerning Aldcan populations.
Lazzi et al.” in a study of East African patienis, evaluated
1 BL cazes and detected HHY-8 in nonseoplastic Iymphodd
cells in | caze of an HIV- patient with a lvmph node partially
involved by BL. The molecular analysis in microdissected
HHWY-8+ cells in this case showed absence of clonality. 1t
iz worlh mentioning that in this BL caze, there was no asso-
ciation with Faposi sarcoma. Inoa previous study on HIV-
associated malignamt yogphomas, alzo in Afdcan patients,
Loz et al*® analyzed 2% cases of BL, with none showing
HHWY-& by polvisermse clain reaction (PCRL Do 10 cazes
of African BL, Tao and Ambinder® did not (e HHY -3 or
HHY-7 but found HHY-6 in 3 cases siodied.

We studied the aszociation of EBY and HHV-2 in a
large munber of well-characterized BL cases in a Brazilian
population.

Materials and Methods

Case Material and Clinkeal Data

We merospectively obiained 311 cases of BL from the
file= of Consulionia em Pawlogia, a large reference conaulia-
taom service in amatomic pathalogy located in Botucany, 560
Paulo Siate, Bragil The stady grows included all cases of
BL with available representative formalin-fixed, paraffin-
ernbedded (FFPE) Blocks received in consuliation between

Hematopatho begy © Orcias Arnicin

Juise 1997 and May 2007, Medal and extranodal BL cases
were eluded, Clinkcal data, ncluding sex. age al diagnosis,
and twmor location, weee obtabed from the seferring patholo-
gists amnd oncologisis. We reviewed available HEE-sained
slides of cach case, and represemative arcaz were selected for
becorporation into fssue microarrays (ThMAL)L Mophologic
subchassification of the cases was performed scoonding o
wariants recognized by the Woreld Health O ganieation elas-
sifieation t

TMA Constroction

Six TWMA bBlocks were constructed by wsing a lssue
arrayer (Beecher Instruments, Sun Praine, W1 Each bdi-
widual cage was reprosented by 3 turmoe cores of 006 mm that
were tnken from the original paraffin blocks, Serial sections
of 3 pm were cut from thee tisswe array blocks and wsed for
trmunohistochemieal analysis. Proper positive and mega-
tive control cores for each marker were al=o included in the
arzay block w provide adeguacy of the antibodies used in the
immunohistochemieal siudies as follows: wnsil (CD3, CD10,
CD0, bel-2, belb, and Ki-673, brmphoblastie Iymphoma
(rerminal decsynucleotidyl trasfemse), EBV+ Hodgkin bym-
phoimsa (EBY Latent membirane peotein [LMP]-1), and Baposi
sarcom and HHY-8-ATDE related non-BL (Kaposi saco-
ma—associated hempesyvirua™HHY-8).

Inmmunohistochembeal Analysis and In S Hybebdization
An bmunohistochemical study was performed for each
ThAA uzing Movolink polymes (MNovoeast, Newcastle upon
Tyie, England) as the detection system, and an epitope-
refrieval method was applied as needed for esch specific
antibody, dimmanobenzidine waz the chromogen. Primary
antibodies used were anti-CD20, and-CT03, ani-CDAO, anti-
bel-6, anti-Ki-67, anti-bel-2, anti-EBV-LMP, and anti-
HHY-# Eatent osclear antigen (LANA), for this last marker,
only cells with a salt-and-pepper granular meclear patlem of
trminestiaining were congidered positive ITable 10

ITable 10

Frimry Antibadies Used for Immunshistechemical Stoining in Faroffin Sections

Amntigen Clane Diluglon Amligen Beirbeval®  Sonrce

Co20 L 1:1,200 v, CB DAKO, Carpatersa, CA

Cha =07 1:200 L CB NeabdarkamsiLab Ve, Fremong, O
cDio B6CE 1:100 5, CB Honacasira, hewcaste upan Tyne, England
b2 124 1:400 b, CB Ao

boHE PG-BAP 1:100 T+ 5 TRIZ DaKo

a7 MIE-1 1:4800 FC, CB CaKo

LAMNA of human hespesyvinug B [ORF-73) LK-BE3 1:30,000 FC, CH Adwanced Biotechrokages, Colermbis, WD
TdT Pakycianal 1:1,800 PC, EOTA CaKo

LhiiF1 C51-4 1:600 E CB ]t

CF, catrate Budler, pH &) 1AM A, Laeat muclear antigen; 5IW micsenave svem; ORF, open scadimp Bame PO, pressie cocker: 5, stedmen; T, bypaisg TAT, e minal

devorymus lestisly D ranederase; TRIS, i by dreny nsethy Dammens e,
" Beat-induesd epritepe selricval was wal,
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Sections from all TMAs were examined for the expres-
sion of Epsiein-Barr viml early BENA (EBER) by in sim
hybeidization (ISH) using an EBER-1 probe, consisient
with a 30-base cligonucleotide complementary 1o a portiod
of the EBERT gene. Briefly, the =lides were deparaffinized,
delydeated. predigested with Promase (Sigos. St Louis,
MCF), and hybeidized overnight &t a concentration of 023 ng/
pL of probe. Afler washing, detection was accomplished by
using the avidin-bistin immousoperoxidase method with 3°.3-
dinminobenzidine as the chromogen, without nickel chloride
added for color enhanceiment. A brown o black color i the
nuclews over background levels was considered a positive
reaction.” Appropriate positive (eases of EBV+ BL and EBV+
Hesdghin lvmphoma) and pegative control (EBV- tissue)

cores were also ineluded o the aray.

Molecular Study

Modecular analysis for HHV-8 was performed m 32
cases, incliding 9 known HIV+ Ble and 23 HIV- Bl
The cases in the HIV- BL group were selected in a randon
manaer. DNA - bsolation was performed as follows: FFPE
histologic seclions were submitted o deparaflimzation. by
suocessive wylene haths and delydration with 15 ethanal.
Afier digestion of the msterial with Proteinase K at 30°C for 4
1o 6 B, 500l of a saturated sodinm chlogide solution (-6
el was added, and, after mixing for 30 seeonds, the mix-
fure was centrifuged at 4000 rpm For 15 minuies. The super-
natant was removed 1o a fresh wbe, and cne-teath volume of
3 mol/L sodium acetate was added, followed by 23 volumes
of 1R ethanol. Samples were placed atl -20°C overnight
aned centrifuged at 4°C for 30 minutes at 14,000 rpon. Pellets
wiere washed with | mL of 705 ethanal and resuspended in
30 pL of sterile water *® Size conteol PCR was performed o
investigate the quality of the extracted DNA, wing a set of
contral primers tat amplify prodocts by 100, 200, 300, 400,
and up to 6K base pairs (bp), depending on the integrity of
the extracted DNAY

The presence of HHY-2 was detected by PCR amgpli-
fication of a 233-bp fmgment fom ORF {open seading
framie)-26 (capsid antigen). In each 25-pl PCR reaction, 100
ng of DMA, O3 pmolL of 3° and 3* aligonuclectide: peim-
ers (KE330 forward AGUCGAAAGGATTOCACCAT and
reverse TOCGTGTTGTCTACGTOCAG), 0.2 mmoll of
decwynuelecside triphosphate (ANTP), 25 pl of 0= PCR
buffer, 1.25 U of Plativum Tag DNA polymerase {(Invidrogen,
Carlshad, CAY, and 3.0 mmol/L. of magnesium chlorde were
used. PCR was initiated by 1 evcle at 95°C For I manuies,
followed by 35 cyeles of 30 seoonds at 93°C, 25 seconds
at G0°C, and 30 seconds at T2°C and further followed by a
F-mdnute extension at 72°C, sccording o Pak et al

Subtyping for EBY, by PCR amplification of the EBENAZ
region, was perforied in 131 cases. In 3 other ERV+ ISH

188 Ao Do Fathol 200 130H186-182
COICPE 10 1200 AT YR AR U

cases, there was weuflicient omienal o the paaffin block
to proceed with PCR. Two primers encompassed this region
(E2 up. 3"-AGGCTOCCCACCCTOAGGAT-3 and E2 low,
FGOCACCTOOCAGOCCTAAAG-3") containing a 16-bp
deletion in EBV type A, yielding an amplification peoduct
with 170- and 186-bp fragment lengihs for types A and B,
respectively. In some cazes, a sembnested reamplification was
performed using the E2 upand EXR low (3" -GOTHROCACCT-
GOOGOAAT-3') prioeers, rendering amplification products
of 111 and 127 bp for types A and B, respectively. In each
25-pL PCR peaction, 100 ng of DNA, 0.2 pmal/l of 3° and
3 aligonucleatide primers, 02 mmelL of ANTE, 2.5 pl of
10 PCR buffer, 125 U of Platinum Tag DNA polyinerase
(nvitrogen), and 15 mmol/L of magresivm chlorde were
used. The mixiure was subgected o 35 eycles of amplification
(30 spconds at 96°C, 30 seconds a1t 80°C, and 1 minute at
T2 in a PTC 260 thesimocyeler [MI Research, Wateriown,
MA]L Before eveling, the samples were denatured at 9°C for
2 manuntes. After the last cycle, the polyvmerization step was
extended by 10 minutes, according to Arajo et al

PCR-amplified products for both studies were analveed
i a 7% polyacrylamide gel with slver staining (3 minutes in
a fixative solution, 3% acetic acid and 10% of ethanol; 3 min-
utes in zlver solution, (L2% silver niirabe in fxative soluiion;
and 5 mamutes i developer solution, 3% sodivm ydsoside
and 0.5% formaldehyde.

Results

Clinkcal Features

OF the 311 patients with BL, ZX1 (71.1% ) were male awd
0 (23.9%) were female, OF the patients, 149 (47.9% ) were
I years or younger, and 143 (d6.0%) were older than 16
vears, ihe age was unknown in 19 cases. The mean age was
231 years {range, 2-95 years). Extranodal BL constinwed 201
(6465 ) of the cases, and primary lvooph node involvement
wis ohservied in 99 (3 1L8% ) of the cases; in 11 cases, it was
ot peasible o determine nodal ve extranodal peesentation.
Extranodal primary disease was found in a higher proportion
of pediatric patients (1127149 [75.2%]) than adulis (BV143
[55.9% ) 11 cazes in the extrancdal group did aot have age
information available.

Morphalogic Features

In the coginal materal reviewed to select the areas for
ThlA, 308 cases of BL showed entirely diffuse architeciune,
and rare cages exhibited a focal modular pattern (2 cases).
Mozt of the cases showed eviologie features of the “classie™
subtype (V1AL [E7.1% ) Mmnge VAL, Z8 {905 ) of the cases
showed histologic features of atypieal BL, and 12 (3.0%)
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showed plazimacytoid differentiation.

Immunohistochemical Analysis and 1SH

Al cases had an imounophenciype consasient with BL,
as described i the World Health Organization classification. !
CD20 and CDI0 were positive in all cases, bel-6 positivity
was found i 230 cases (8045 ) and was meore frequent in
ihe pediatric than i the adult pepalation. bel-2 was megative
in all cases,

[5H for EBY showed 134 positive eases (43.0% ) the
majority in the pediateic population (76 [36.7%]) and 52
{38 8%} in patbents older than 16 years. In & EBY+ BL cases,
ihe age was unkeown. In the pediatric group, 39 (31% ) were
EBY+. i the adult group, 36.3% were EBV+. In 13 cases,
[5H for EBY was inconclusive beeause there was insufficient
neoplastie tissue available in the cones,

Mome of the cazes showed nuclear granular positivity for

& American Sciey dor Clinical Patrolgy
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Hmnge 104, Classical Burkar lyrnphoma in an HIV+ patien.
Frominent stany-sky patiern (HEE, «200). B, Negstve
imrrrenodetection for eman herpeswius-g latent nudear
antigen [LAKNA]-1] (2000, €, Kapos: sarcorma {positive control
sampks) showing positive reclesr immunosteenn g for LARA
{00

LANA protein with HHV-8 aniibody Iimage 181 LAAP-1
expression was nol obzerved inany of the cases. All positive
coatrol samples for LMP-1 and LANA protein showed the
expected irmimuncstaining reactivity Mmoge 1CL

Mlolecular Aunalysis

Molecular analysis for HHV-8 was performed in 32
cases, including @ knovwen HIV+ and 23 HIV- BLs: 19 were
EBY—, and the oiler 13 cases presented EBY infection. Mo
BL case had HHY-8 viral DNA, including cases of spo-
radic BL and HIV-azsociated BL Nmage 20

ERY molecular subtyping analysis showed that 96
(73.3%) of 131 cases were EBY type A The rest were
type B (27 [2006%]) I is worth noting that in 8 cases
(G 150, the DMA obtained from the FEPE Blocks had less
than 100 bp, giving inconclusive results for the EBY
subtyping PCR analy=zis. No case showed both EBV sub-
tvpes in the same sample.
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M Cs NoCelTe2 1 2 3 4

M HNoCd G2 1 2

230 bp+-a0

Bimuge 3 Human herpesvines (HHV-B DA detection by polymerese chain resction (PCR). &, See contral PCA. B, HHY-B-
specific FCA. C+. DA extracted from pesiphersl biood; C+1, positive HHY-8 Kaposi sarcoma; C+2, positive HHY-E-AIDS-
related non-Burkitt lymghome: b, DMNA malecular weight rrarker; No, DiA sbsenca; 1-2, HIVe Barkitt kmphoma cases; 3-4,

HIv— Bagrkitt ymphiomna.

Discussion

The spectrum of HHY-S-nssocated Iymphosd tumors
ia different from that associated with EBV. 212 HHY-E s
closely azsociated with Kaposh sarcoims but k2 associated with
ondy a few categories of lymploproliferative diseases, mostly
ocearring i HIV-infected patients, with primary effusion
Iymphoma (FEL)Y, a noasolid B-cell ymphoms, having the
most sigmlicant agsoiation. Extranodal marginal zone lym-
phoma, multiple myeloms, Kikuchi disease, and hemoplago-
cytic syidrome are lymploproliferative disonders with a vari-
ahle and generally infrequent aseociation with HHV-8 %35
Iy contrast, the evidence strongly suppons a sole for EBY
in the pathogenesis of a wide specirum of human Iymphod
malignancies, incleding B- and T-cell lymphomas, natural
Killer necplazme, and Hodgkin lvmophoma and nonbemato-
loghe temors such a8 nasopharyngeal carcinoma and gastric
tugpors, 1213

In BL, EBY has been demonstrated nup to 1005 of the
endemic form and in oaly 13% 1o 30% of sporadic cases in
ihe United States.* In some parts of the world (Noeth Africa
and Sowth America), the incidence i= intermediate betweon
true sporadic and endemic variants* In Brazil, there are
limited data abowt the frequency of EBY in cases of BL.
Previous studies showed that the frequency of EBY in
casis of Brazilian BL varied from 53% to 87% 352530 Jj 45
important o emphasize that in the 3 previous studies on BL
in Brazil, all EBY+ cases were described in the pediairic
population cnly. Our study on BL showed 134 EBVY cazes
(43.0%), with 76 cases (56.7%) cccurring in patients in the
age group of 16 years or younger and 32 cases (33.8%) in
patients older than 16 years, which represents 36 4% of the
adult group. To the best of our keowledge, this is the fst
study i Brazil seporiing the frequency of EBY in adult
cases of BL. Our overall sesuliz place Brazil as a country
with inermediate association of BL with EBV.!

EBV strains can be categorized into 2 types (A and B,
and different geographic prevalence of these straing has been

190 A Cin Fachol 100E 130 156-152
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observed * By studying the EENA-2 gene, we determined
that 95 (73.3%) of 131 cases contained type A EBV and 27
[20.6% ) contained type B ERY. The simullaneous preseice
of both types of EBY in the same tuimos was nol observed in
any sample. This pattern, with a predominance of type A, is
simlar o that chserved in sporadie cases and previcus stsdies
of Brazilian BL** and different from the paitern described
in BL oecurring in Equaiorial Africa ™ LMP-1 was negative
aceording o the highly restacted pattesn of EBY latent pro-
teins ohserved in BL

HHY-8-azecciated lvinphomas include cases of naive cell
origin, GO and pest—GC cells, wnlike EBV-assocaated lyom-
phomas, which are of GC or post-GC orgin'> 2 Mareover,
HHY-8 and EBV coinfectons have been documenied in the
sebibig of primary effusion lymphoma and Caslleinan dsease,
typscally aszociated with an immunosuppressed state B35

The biokogic heterogeneity of AIDS—noa-Hodgkin bym-
plicne is highlighted by their histogenetic diferences. HHY-
B-nssociated lymphomas, which ofien develop in persons
with advanced AIDE, present predominanily az PEL. HHV-3
has also been recently detected in solid extracavitary-bazed
Ivmphomaz *% The HHV-#3-associated solid lymphomas
are wnusaal lympleonas that cocur mose specifically in HIV+
patients, are exteacavitary ansd arise in aodal andfor extran-
odal site=, and sometimes are assoctated with cotnfection with
ERY, histologically, they usually display PEL-like meorpho-
logic features and a plasma cell-related plenotype.

Lazzi et al. "' in different swdies of African patients
(East Adrica), found o case with tumoeal Ivenphoid cells
infected by HHV-3 in 16 and 29 BL cases, respectively. Tao
and Ambinder' studied HHV-2, HHV-T, and HHV-6 DNA
i 10 cages of BL in Afrea and found only HHY -G in 3 of
their cases.

Maolecular idemtification of HHV-3 s known o pro-
duee false-positive and false-negative resulte ™ The later is
thesught, inpeart, 10 be related w HHV-2 sequence variation,
which can range up o 35% in cerlain regions of the viral

8 American Sty for Clinical Pathakgy



genome. O the other band, LANA lmmmunahistochemical
stirdies are thought to be & more reliable marker of HHV-8
infection. In the present slud}l, wie found oo evidence for
HHY-& in BL. imlu:linj: canes with HIV+ stamis ugln; -
nohisiochaerical and molecular methods, We were, however,
able 1o confinm the association of EBEY with BL, found in
45.0% of the cases of BL i the present series. In oo case was
coinfection of EBY and HHY-3 found.
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Abstract

Burkitt lymphoma (BL) is a highly aggressive non-Hodgkin Iymphoma with a consistent
MYC translocation. Epstein Barr virus (EBV) has been associated with BL at different
frequencies, depending on the clinical variant and geographic regions. This is a large-scale
study of BL in Brazil, including 234 patients from 5 geographic regions that are widely
disparate socioeconomically, including pediatric (61.1%) and adult (37.6%) populations.
EBV was present in 52.6% of all BL cases, varying from 29% (12/42) in the South to 76%
(13/17) in the North. Most of the cases were EBV type A. The frequency was higher in the
pediatric group, and EBV association within this age range predominated in all regions
except the South. Expression of p53 protein was observed in 16.2%, and only rare cases
showed p63 expression. BL in Brazil is regionally distinct and has a low incidence of p53

overexpression and a higher-than-expected association with EBV in sporadic cases.



Burkitt lymphoma (BL) is a highly aggressive non-Hodgkin lymphoma (NHL) first described by
Burkitt in 1958 in African children from areas holoendemic for malaria.' BL is composed of a
monomorphic population of medium-sized B cells with basophilic cytoplasm and an extremely high
proliferative rate.> Morphologically, in addition to classical BL, the World Health Organization
(WHO) recognizes 2 cytologic variants: BL with plasmacytoid differentiation and atypical
BL/Burkitt-like. The latter is characterized by greater pleomorphism in nuclear size and shape than the

classical type.

Immunophenotypically, all types are similar and express CD20, CD10, bcl-6, and membranous IgM
but not IgD, bcl-2, or terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT). The Ki-67 proliferation index
generally approaches 100%.> All cases carry a translocation involving the c-MYC gene at 8q24 with
the immunoglobulin heavy chain (/IGH) gene on 14q32 (80%) or, less commonly, with the k light
chain locus (/GK) at 2p11 (15%) or the A light chain locus (/GL) at 22q11 (5%).** This brings the
proto-oncogene under the influence of powerful immunoglobulin promoters, resulting in deregulated
MYC transcription.® TP53 mutations have also been reported in BL, although these appear to be more

frequent in BL cell lines.”

Three main clinical variants of BL have been described: endemic, sporadic, and immunodeficiency-
associated. Endemic BL refers to the form that occurs in African children, usually 4 to 7 years old.
The tumor frequently involves the mandible and other facial bones (50% of cases), as well as kidneys,
gastrointestinal tract, ovaries, breast, and other extranodal sites. The incidence of BL in Africa is
estimated to be 50 times higher than in the United States.® Sporadic BL occurs worldwide and
accounts for 1% to 2% of all lymphomas in Western Europe and United States and approximately
30% to 50% of all childhood lymphomas. In sporadic BL, the abdomen, especially the ileocecal area,
is the most common site of involvement.> The immunodeficiency-associated variant is frequently
observed in the setting of HIV infection and has also been reported in allograft recipients and in
congenital immunodeficiency. BL accounts for about a third of NHL in HIV+ patients.” BL in an
HIV+ patient generally occurs in patients with relatively high CD4 counts, in contrast with large cell

immunoblastic lymphoma, and often represents the initial AIDS-defining illness.*’



Epstein-Barr virus (EBV), a member of the human herpesvirus family, was initially isolated from a
cultured BL cell line by Epstein et al'’ in 1964 and was the first description of a virus involved in the
pathogenesis of a human tumor.® EBV has since been linked to many human neoplasms, including
hematopoietic (including B-cell and T-cell natural killer and Hodgkin lymphomas), epithelial
(nasopharyngeal carcinoma, a subset of gastric carcinoma), and mesenchymal (inflammatory
pseudotumor of the liver and HIV-associated smooth muscle neoplasms) tumors.'" The association
between BL and EBV occurs at varying frequencies depending on the clinical variant. EBV is present
in the majority of endemic cases of BL (up to 100%), in fewer than 30% of cases of sporadic BL,” and
in 30% to 40% of AIDS-related BL.'” Small studies in Brazil and other South American countries

have suggested that this association is intermediate between sporadic and endemic variants.'*""

Brazil is the largest country in South America, located at +5° 17' to —33° 45' latitude and —34° 48' to —
73° 60' longitude, and has a population of 180 million people. Brazil is characterized by widely
disparate socioeconomic conditions among its citizens and regional climatic variation. The country is
divided into 5 geographic regions: North, Northeast, Central West, South, and Southeast BFigure 11.
The South is generally more affluent, while the North and Northeast are less so. Similarly, tropical
and infectious diseases are more common in the latter areas.””' There are few epidemiologic and no
large-scale studies of BL in Brazil, and previously published works on association of EBV with BL

13,14,17,18
and

have been predominantly focused on pediatric BL from the Northeast,'>'® Southeast,
South."” In the present study, we report the clinical features, immunophenotype, tumor suppressor
(pS3 and p63) protein expression profile, and association with EBV (by in situ hybridization [ISH]
and polymerase chain reaction [PCR]) in 234 well-characterized cases of BL from all 5 geographic

regions of Brazil in pediatric and adult populations. To perform this extensive analysis, we used tissue

microarrays (TMAs) generated from our extensive tumor bank.

Materials and Methods

Case Material and Clinical Data

The initial study population was from a total of 595 cases of high-grade B-cell lymphoma with a
tentative diagnosis of BL selected from the archives of Consultoria em Patologia, a large national

reference consultation service in anatomic pathology located in Botucatu, Brazil, between June 1997



and December 2007. In 99 cases, paraffin blocks were not available and these cases were excluded
from the study. In the remaining 496 cases, the original H&E-stained and immunostained slides of
each case were reviewed by 3 of us (EM.Q., G.G., and C.E.B.), and representative areas were
selected for the construction of the TMAs. After immunohistochemical analysis, all bcl-2+ and
CD10- cases were excluded (135 cases; bcl-2+ cases are being analyzed in another study). Another
127 cases were also excluded from the study after fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis
as these cases showed inconclusive results or had results inconsistent with BL (exclusion criteria are
explained later). In total, 234 cases of BL, confirmed by morphologic, immunohistochemical, and
molecular analyses, are described in this report. Nodal and extranodal BL cases were included.
Clinical data including sex, age at diagnosis, anatomic location of the tumor, and HIV status were
obtained from the referring pathologists or oncologists and/or pathology reports. A morphologic
subclassification of the cases was performed based on variants included in the 2001 WHO
classification.” This study was approved as a whole by the Ethical Committee of University of Sdo

Paulo Medical School, Sdo Paulo, Brazil.

TMA Construction

Eight TMA blocks were constructed using a tissue arrayer (Beecher Instruments, Sun Prairie, WI).
The number of cases in each TMA block varied from 19 to 84 (not including control cores). Each
individual case was represented by 3 tumor cores of 0.6 mm that had been obtained from the original
paraffin blocks. Proper positive and negative control cores for each marker were also included in the
array block: tonsil (CD20, CD3, CD10, bcl-2, bel-6, Ki-67, PAX-5, CD5, and CD23), EBV+ Hodgkin
lymphoma (latent membrane protein [LMP]-1 and EBV early RNA [EBERI1]), tonsillar squamous
epithelium (p63), breast ductal carcinoma showing p53 overexpression (p53), and lymphoblastic

lymphoma (TdT).

Immunohistochemical Analysis and ISH

Immunohistochemical analysis was performed for each TMA using Novolink polymer (Novocastra,
Newecastle upon Tyne, England) as the detection system, and an epitope-retrieval method was applied
as needed for each specific antibody; diaminobenzidine was the chromogen. The primary antibodies

used reacted against the following antigens: CD20, CD3, CD10, bcl-6, Ki-67, bcl-2, EBV-LMP-1,



PAX-5, TdT, CD5, CD23, p53, and p63 Table 1h. For p53 and p63 immunostaining, only tumors with
more than 10% and more than 5%, respectively, of neoplastic cells showing nuclear expression were
considered positive. For p63 immunostaining, cases were divided into 4 groups according to the
following scores: negative, 5% or fewer; 1+, more than 5% to 10%; 2+, more than 10% to 50%; and

3+, more than 50%.

Sections from all TMAs were examined for the expression of EBER1 by ISH using a 30-base
oligonucleotide EBER1 probe complementary to a portion of the EBERI gene, as previously
described." Appropriate positive (cases of EBV+ BL and EBV+ Hodgkin lymphoma) and negative

control (EBV- tissue) cores were also included in the arrays.

PCR Study for EBV Typing

Subtyping for EBV by PCR amplification of the EBV-encoded nuclear antigen (EBNA)2 region was
performed in 123 cases. DNA isolation was performed as follows: formalin-fixed, paraffin-embedded
histologic sections were submitted to deparaffinization by successive xylene baths and dehydration
with 100% ethanol. After digestion and DNA purification,” PCR was performed to investigate the
quality of the extracted DNA, using a set of control primers for human genes that amplify products by
100, 200, 300, 400, and up to 600 base pairs (bp) depending on the integrity of the extracted DNA.>
For EBV typing, 2 primers encompassing a region (E2 up, 5~ AGGCTGCCCACCCTGAGGAT-3' and
E2 low, 5-GCCACCTGGCAGCCCTAAAG-3") containing a 16-bp deletion in EBV type A were
used. PCR with these primers yields amplification product of 170- and 186-bp fragment length for
types A and B, respectively. In some cases, a seminested reamplification was performed using the E2
up and E2R low (5'-GCTGCCACCTGGCGGAAT-3") primers rendering amplification products of

111 bp and 127 bp for types A and B, respectively, according to Araujo et al."’

PCR-amplified products for both studies were analyzed in a 7% polyacrylamide gel by silver staining.

Fluorescence In Situ Hybridization

FISH was performed using a 3-pm-thick tissue section of each array block, as previously described.’
For the detection of breakpoints in the c-MYC locus, the LSI MYC Dual-Color Break-apart

Rearrangement probe (Vysis, Abbott, United States) was applied. The slides were evaluated using



SpectrumOrange and SpectrumGreen filters (Chroma Technology, Fuerstenfeldbruck, Germany) on a
Zeiss Axio Imager M1 fluorescence microscope (Carl Zeiss, Gottingen, Germany) and the assistance
of Isis FISH Imaging Software (Metasystems, Altlussheim, Germany). Using an extended focus—tile
sampling method, tiles with distant unpaired signals (=10 pixels in distance) were considered positive,
and the percentage of tiles containing positive signals was calculated. The threshold for positivity was
established from a group of immunophenotypically characterized cases (tonsils) that did not contain
the translocation. A positive case was defined as a case in which the mean number of positive tiles
detected was 3 SDs above the mean of this negative control group. ** The threshold established was

2.19% (the mean of this negative control group was 0.73%).

Statistical Analysis

Calculations were performed using R (http://www.r-project.org), version 2.5.1, on a Macintosh
computer with OS v.10.5.2 (Apple, Cupertino, CA). Significance was calculated using the Fisher
exact test for factor comparisons and a general linear model (logistic regression) for comparisons

involving age.

Results

Clinical Features

Of the 234 BL cases (CD10+ and bcl-2-), 173 (73.9%) were in males and 61 (26.1%) in females
(male/female ratio 2.8:1). The patients ranged in age from 7 months to 81 years (mean, 19.1 years).
The distribution of the cases in age subgroups is shown in BFigure 20. There was no statistically
significant age difference between male and female patient cohorts. In 3 cases (1.3%), the age was
unknown. Of the patients, 143 (61.1%) were 16 years or younger (pediatric group) and 88 (37.6%)
were older than 16 years adult group). Extranodal BL comprised 67.9% of the cases (159 cases), while
primary lymph node involvement was observed in 28.6% of the cases (67 cases). In 8 cases (3.4%) it
was not possible to determine nodal or extranodal involvement. In the extranodal cases, the most
common site of involvement was the gastrointestinal tract (59 cases); 49 cases were referred to as
extranodal abdominal tumor without further specification, involvement of liver,

oropharynx/nasopharynx, jaw/maxilla, ovaries, and central nervous system were observed in 7, 6, 5, 4,



and 2 cases, respectively. Among the patients with primary lymph node disease, the most common
sites of involvement were the cervical region (32 cases) and the axilla (15 cases). In the pediatric
population, primary extranodal disease was observed in 113 cases (79.0%); in contrast, the adult

population had extranodal involvement in 43 cases (49%).

The distribution of the cases in each of the 5 geographic regions of the country (including mean age,
age range, sex, age group, site of involvement, association with EBV by ISH, and EBV typing by
PCR) is summarized in Figure 1 and ETable 20. As expected, EBER1 positivity was inversely
associated with increased age (P < .006), but was not significantly associated with sex. In contrast
with the other regions, in the South and Central West regions, the number of cases of the adult group
was greater than the number of pediatric cases. In these 2 geographical regions (South and Central
West), extranodal involvement (14 cases and 6 cases, respectively) in the adult group (26 cases and 9

cases, respectively) was more frequent than a nodal presentation (12 cases and 3 cases, respectively).

Among the 234 cases, 14 (6.0%) were known to be in HIV+ patients. The clinical features of this
group of patients, including association with EBV and morphologic type, are given in ETable 3. The
age at the time of diagnosis ranged from 2 to 55 years (mean, 34 years). Overall, and as expected, HIV
positivity was associated with increased age (P < .005). There were 11 men (79%) and 3 women
(21%), and nodal involvement (8 cases [57%]) was more frequent than an extranodal presentation (6

cases [43%]).

Morphologic Features

In the original material reviewed to select the areas for TMA, approximately 99% of BLs showed
diffuse architecture, and only rare cases exhibited a focal nodular pattern (2 cases). Most of the cases
were of classic type (213 [91.0%]) characterized by a monotonous proliferation of medium-sized cells
with round nuclei, multiple nucleoli, deeply basophilic cytoplasm, and numerous mitotic figures with
a starry-sky pattern Hllmage 1AM. Morphologic variants were distributed as follows: plasmacytoid
differentiation, 7 cases (3.0%); and atypical BL, 14 cases (6.0%). All HIV+ cases BL exhibited classic

morphologic features.



Immunohistochemical Analysis and ISH

All cases had an immunophenotype consistent with BL according to the 2001 WHO classification,” ie,
CD20+, CD10+, bel-6+/—, Ki-67 >95%, CD3—, and bcl-2—. CD20 and CD10 were positive in all
cases; bcl-6 was positive in 203 cases (86.8%), and PAX-5 expression was observed in 225 cases
(96.2%). TdT and bcl-2 were negative in all cases. All 44 cases studied with antibodies against CD5
and CD23 showed negative results. LMP-1 expression was observed in only 1 (0.4%) of 234 cases.
Nuclear expression of p63 protein was seen in 9 cases (3.8%), all classified as 1+. Expression of p53
protein (above the cutoff of 10%) was noted in 38 cases (16.2%) llmage 1BIL. In only 1 case was there
coexpression of p63 and p53. All control cores showed the expected immunostaining expression
pattern. A higher proportion of EBER1+ BLs were bcl-6+ (P < .06 overall). This effect was even
more pronounced in HIV—cases in the pediatric group (P < .04). Of note, p53 positivity, which is

customarily interpreted as accumulation of mutant p53, was inversely correlated with EBV status.

ISH for EBV was positive in 123 cases (52.6%). In each of these cases, all or virtually all of the
neoplastic cells stained for EBER1 llimage 1CN. The majority of the EBV+ cases were in the pediatric
group (83 cases [67.5%]), and 38 cases (30.9%) occurred in patients older than 16 years. In 2 EBV+
BLs, the age was unknown (1.6%). In the pediatric group (143 cases), 58.0% were EBV+, while in the
adult group (88 cases), 38 cases (43%) were EBV+. The mean age of patients in the EBV+ group was
16 years, while the mean age in patients in the EBV— group was 23 years. In 1 case, ISH for EBV was

inconclusive owing to lack of sufficient neoplastic tissue in the cores.

The lowest association between BL and EBV was seen in cases from the South region of Brazil,
where 12 (29%) of 42 were EBV+. In the other regions, this association varied from 47% (Central
West, 8 cases) to 76% (North, 13 cases). In the group of known 14 HIV+ cases, 10 were EBV+

(71%).

PCR Study for EBV Typing

The EBV molecular subtyping analysis in the 123 EBV+ cases by ISH showed that 95 (77.2%) of the
cases were EBV type A, and 24 (19.5%) were type B. In 4 cases (3.3%), the DNA obtained from the
paraffin blocks was too degraded and yielded inconclusive results for EBV subtyping. No case

demonstrated both EBV subtypes in the same sample limage 21



EBV type A was predominant in 4 of the 5 geographic regions of Brazil. The only exception was
observed in the Central West region, which revealed an equal distribution of EBV types A and B in
the 8 EBV+ BLs (Table 2). Also, a predominance of EBV type A (8/10 [80%]) was found in HIV+

BL (Table 3).

Fluorescence In Situ Hybridization

All 361 cases of the 8 TMA blocks were studied by FISH using the LSI MYC Dual-Color Break-apart
Rearrangement probe. However, 127 were excluded, most of them (89 cases) owing to poorly fixed
material. Only 38 of the 127 excluded cases demonstrated results inconsistent with BL, ie, mean
number of positive tiles fewer than 2.19%. In the remaining 234 cases, the range for positive signals

obtained was 2.2% to 43.2% (mean, 12.5%) llmage 1DN.

Discussion

BL is an aggressive B-cell lymphoma with a variable incidence in different geographic regions of the
world. According to Rabkin et al,” in endemic areas (Equatorial Africa), the incidence rate varies
between 5 and 10 per 100,000 children younger than 15 years, while in the United States this value is
closer to 2 per million. In Brazil, the epidemiologic status of BL remains to be elucidated.!” Previous

13,14,17,18
s/, and

studies on BL in this country have been predominantly from the Northeast,'>'® Southeast,
South,'"” with an emphasis on the pediatric population. This is the first large-scale study of BL in
Brazil, including pediatric and adult populations, and also the first to analyze cases from the Central
West and North regions. Brazil is a remarkably diverse country. The South and Southeast regions are
more developed socioeconomically and have greater percentages of European descendants. The North
includes the Amazon rain forest and is endemic for malaria and other tropical and infectious
diseases.”® It should be emphasized, however, that the cases of BL studied herein were received as
consultations cases. So, a bias in the number of cases from different regions could influence the low

number of cases from the North region. In further studies, we intend to refine the characterization of

BL in the North region of Brazil where malaria is a health public problem.

In our study of BL, there was a male predominance (male/female ratio, 2.8:1), and pediatric cases (n =

143) outnumbered adult cases (n = 88). We also observed a higher frequency of extranodal (159



cases) than nodal (67 cases) involvement. In the cases with extranodal involvement, intra-abdominal
organs were affected in 129 (81.1%) of 159 cases, while in only 5 cases (3.1%) was jaw/maxilla the
initial site. This is clearly distinct from the typical mandibular presentation found in Africa.>®"
Lymph node involvement was more common among the adult than the pediatric population, in
concordance with the literature.® Therefore, in this extensive analysis of BL from Brazil, the clinical

features were similar to the sporadic form of BL seen in the United States and Europe.>*** Only in

the Central West and South regions did the adult group outnumber the pediatric group.

It is well established that there is a significant association of BL with EBV with a variable frequency,
depending on the clinicopathologic variant. EBV is present in the majority of endemic cases of BL (up
to 100%) and in only 15% to 30% of sporadic cases from the United States.'**® In Brazil, there are
few studies that have analyzed the frequency of association of EBV in BL. Araujo et al" and

Sandlund et al'®

studied this association in the Northeast region of Brazil in a pediatric population and
reported that 87% (47 of 54 cases) and 73% (8 of 11 cases), respectively, were EBV+. In our study, in
this geographic region, we observed a lower frequency of association between EBV and BL (63%; 54
EBV+ cases of 86 BL cases evaluated), although this included adult and pediatric cases. In the

1'%2% obtained

Southeast region, Gutierrez et al,"”® Bacchi et al,"* Klumb et al,'” and Hassan et a
different frequencies of association between BL and EBV, varying from 58% to 72%. In this
particular region, we observed that half of the cases of BL were EBV+ (36/72 cases). The South
region had the lowest frequency of association (29%), a result that is similar to sporadic BL in
developed countries.**® However, in a previous study in this same region, Haralambieva et al"
reported that 50% of their BL cases were EBV+. In the Central West region, 47% of the cases were
EBV+. The highest frequency of association was observed in the North, in which 76% of the cases of
BL were EBV+. This establishes the existence of a substantial group of classical, non-AIDS

associated BL cases in Brazil that occurs at a frequency that is much higher than that of EBV—,

sporadic BL cases as observed in the United States and Europe.

Our study on BL showed a total of 123 EBV+ cases (by ISH) in the overall population (52.6%) and,

as previously demonstrated in Brazil,'>"

the EBV+ group (mean age, 16 years) was younger than the
EBV- group (mean age, 23 years). These results, and those of previous studies,”'> demonstrate that

Brazil as a country has an intermediate association of BL with EBV, although this association is much



more pronounced in the more tropical regions. Among adult cases of BL in our series, there was a
notably higher percentage of EBV+ tumors than has been reported among sporadic variants of the
tumor in the United States and Europe.*® Therefore, the pathogenesis of adult cases of BL in Brazil
and other equatorial countries may differ from that seen in wealthier nations. This also may have
important therapeutic implications, given that antiviral nucleosides may have activity in EBV-

associated lymphomas.®'

EBYV strains can be categorized into 2 types (A and B), and a geographic prevalence of these strains
has been observed."” Analysis of the coding region of the EBNA2 gene in endemic BL has revealed a
high prevalence of both EBV types. Type B EBV is also identified at high frequency in healthy people
in Equatorial Africa,”® while type A EBV is almost exclusively found in the peripheral blood of
people from developed Western countries® and is more frequently found in sporadic BL*. It is also
known that patients with AIDS have an increased prevalence of infection with type B EBV.>>*¢ By
studying the EBNA2 gene, we determined that 95 (77.2%) of the EBV+ BLs contained type A EBV
and 24 (19.5%) contained type B EBV, a pattern intermediate between that observed in endemic BL*
and North American cases.” The South region of Brazil showed the lowest percentage of EBV type B
(only 8%), a result similar to sporadic BL in the United States.*® In contrast, the Central West region
showed the highest percentage of EBV type B (50%; 4 cases), a pattern similar to that found in
endemic BL.” The distribution of EBV strains in the Northeast and Southeast regions (Table 2)
revealed similar results to previous reports in these same geographic regions.'>''®* Among our 14
HIV+ BLs, 10 were EBV+ (by ISH) and only 2 cases (20%) were EBV type B, in contrast with results

reported in the literature.>>>¢

A relationship between immunodeficiency and neoplasia had been recognized for longer than a
decade before the emergence of the AIDS epidemic.”” HIV infection is associated with a high
incidence of NHL (100-400 times higher than among the general population), Kaposi sarcoma, anal
human papillomavirus, and cervical carcinoma. The 2 most common of this NHL are diffuse large B-
cell lymphoma and BL,” the latter being the first NHL to be described in association with HIV
infection and corresponding to about 30% of NHLs in HIV+ patients.® Our HIV-associated BL
showed a male/female ratio of 3.6:1. Among the 14 HIV+ BL cases, 12 were adults with only 2

pediatric cases, and nodal involvement at diagnosis was more frequent than extranodal involvement.



Studies®®* have demonstrated that the frequency of EBV association in HIV-associated BL varies
from 25% to 50%. In 1996, we studied 24 AIDS-related lymphoma cases in Brazil,*’ 5 were BLs and
all were in adults. Only 2 cases (40%) were EBV+. In this study, we observed a greater association
between EBV and HIV-associated BL (71%; 10 cases) as compared with the findings of previous
studies®*** but similar to the frequency reported by Lazzi et al,*' in Africa, who demonstrated 6

EBV+ cases (75%) among 8 HIV-associated BLs.

Most EBV+ BL cases (whether endemic, sporadic, or AIDS-associated) typically display more
restricted forms of latency, usually latency type I, only expressing EBER1 and EBER2 and
EBNAL,'""'? and, as we and others showed, at least the EBV BART microRNAs.* LMP-1 is not
typically expressed in BL. In our study, only 1 case of BL was positive for LMP-1 protein by
immunohistochemical analysis in a few cells. Similar results have also been described in the literature;
Niedobitek et al** observed expression of LMP-1 protein in a variable proportion of tumor cells in 2

cases of endemic BL. In Brazil, Araujo et al'> and Chen et al**

reported LMP-1 expression in 2 cases
and 1 case of BL, respectively. At this point, the significance of this observation with regard to

clinical prognosis, outcome, or molecular mechanism remains to be elucidated.

TP53 (also called p53) is a key tumor suppressor gene that is mutated or lost in approximately 50% of
all human cancer cases worldwide, including hematologic malignancies. It is activated in response to a
variety of cellular and genotoxic stress conditions, leading to the induction of growth arrest, apoptosis,
DNA repair, senescence, and differentiation.** It has been reported that 30% of endemic BL tumors

and up to 70% of long-established BL lines carry mutations in p353."

Bhatia et al* found p53 mutations in 37% of cases of BL from Argentina and Brazil and concluded
that the presence of mutated p53 in BL is independent of the geographic origin of the tumor, the 8;14
chromosomal breakpoint locations, and EBV association. Studies have shown that in some high-grade

NHLs, the occurrence of positive immunostaining does not reflect point mutations in the p53 gene and
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vice versa.*® Villuendas et al*’ found overexpression of p53 protein in 5 (63%) of 8 BL cases, and

Klumb et al*®

reported p53 overexpression in 13 (46%) of 28 pediatric BL cases, although the
mutation was demonstrated, by PCR, in only 7 of these 13 cases. In our study, p53 protein expression

was observed in 38 cases (16.2%), fewer than in previous studies. This lower percentage can be



explained, in part, by the cutoff of 10% used herein, while previous studies used a cutoff of 5%.*"*
More important, we studied a far greater number than any of the prior studies, which we believe yields

a more accurate representation of p53 expression in BL (at least in Brazil).

We have sequenced primary pediatric BL cases obtained from the Northeast region of Brazil. The first
13 cases analyzed were wild-type by sequence (data not shown). We also noted a trend toward p53
overexpression in EBER1 ISH-negative BLs. Therefore, the association between mutant p53 and BL
may be less than originally thought, and other mechanisms, such as EBV viral genes or epigenetic
modifications, may inactivate the p53 pathway. Alternatively, the p53 pathway may be evaded by

MYC mutations, as has been demonstrated in a BL animal model.*’

p63 is a transcription factor that contains multiple isoforms with various biologic activities.”® The p63
gene locus at chromosome 3q28 bears significant homology to the tumor suppressor gene p53 and to
the related gene p73. Both p63 and p73, considered p53-related genes, encode various isoforms with
transactivation, DNA binding, and tetramerization domains.”’ p63 protein exhibits a consistent
expression pattern in normal tissues such as squamous epithelia, urothelium, basal cells of prostatic
and breast glands, and reticular epithelium of the normal thymus and also in a subset of lymphocytes
in the germinal center of morphologically normal lymph nodes.’* Among hematolymphoid
neoplasms, p63 expression has been reported in blast crisis in chronic myelogenous leukemia,™
follicular lymphoma, diffuse large B-cell lymphoma,” isolated cases of chronic lymphocytic
leukemia, marginal cell lymphoma,” and in 44% of anaplastic large cell lymphoma.”® There are few
articles reporting the expression of p63 in lymphoid malignancies, and, to the best of our knowledge,
this is the first study to evaluate its expression in a large number of BL cases. We observed that only 9
(3.8%) of the 234 BL cases expressed p63 protein, and coexpression of protein p53 and p63 was

observed in only 1 case.

In this study of the largest number of cases from Latin America analyzed to date, we have
demonstrated that BL in Brazil is diverse and regionally distinct. EBV association is sporadic, and,
perhaps, HIV-associated BL is higher than seen in the United States and Europe. Overexpression of

p53 was infrequently observed, and dysfunction of this critical tumor suppressor in BL may be linked



to other factors rather than inactivating mutations. Prospective studies of BL in patients undergoing
standardized chemotherapy regimens are now underway.
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ITable 11

Primary Antibodies Used for Immunohistochemical Staining in Paraffin Sections of Burkitt Lymphoma

Cases”
Antigen Clone Dilution Antigen Source
Retrieval
Method

CD20 L26 1:1,200 MW; CB DAKO, Carpinteria, CA
CD3 SP7 1:200 S; CB NeoMarkers, Lab Vision,

Fremont, CA
CD10 56C6 1:100 S; CB Novocastra, Newcastle upon

Tyne, England
BCL-2 124 1:400 MW; CB DAKO
BCL-6 PG-B6P 1:100 T+S DAKO
Ki-67 MIB-1 1:4,800 PC; CB DAKO
Terminal deoxynucleotidyl Polyclonal 1:1,600 PC; DAKO
transferase EDTA
PAX-5 24 1:400 S NeoMarkers
p53 DO-7 1:2,000 PC DAKO
CD5 4C7 1:150 MW Novocastra
CD23 SP23 1:400 MW NeoMarkers
p63 4A4 1:300 PC NeoMarkers
Latent membrane protein-1 CS1-4 1:500 S; CB DAKO

CB, citrate buffer, pH 6; MW, microwave oven; PC, pressure cooker; S, steamer; T, trypsin.

* Heat-induced epitope retrieval was used.



ITable 21

Distribution of Burkitt Lymphoma Cases in Each Geographic Region”

Northeast (n Central South (n = Southeast (n North (n = Total (n =
= 8 West m = 42[17.9%]) = 72 17[1.3%]) 234)
[36.7%]) 17 [7.3%]) [30.8%])
Age
Mean (y) 154 275 28.6 18.3 10.3 19.1
Range 7 mo-79y 3-75y 381y 2-80y 351y 7 mo-81y
Sex
Male 64 (74) 12 (71) 29 (69) 54 (75) 14 (82) 173 (73.9)
Female 22 (26) 5 (29) 13 (31) 18 (25) 3(18) 61(26.1)
M/F ratio 2.78 24 2.2 3 4.6 2.8
Age group
Adult 23 (27) 9 (53) 26 (62) 27 (38) 3(18) 88 (37.6)
Pediatric 63 (73) 8 (47) 14 (33) 44 (61) 14 (82) 143 (61.1)
Unknown 0(0) 0(0) 2 (5) 1(1) 0(0) 3(1.3)
Location
Nodal 23 (27) 5 (29) 15 (36) 21 (29) 3(18) 67 (28.6)
Extranodal 57 (66) 12 (71) 27 (64) 50 (69) 13 (76) 159 (67.9)
Unknown 6 (7) 0(0) 0(0) 1(1) 1 (6) 8 (3.4)
EBV (ISH)
Positive 54 (63) 8 (47) 12 (29) 36 (50) 13 (76) 123 (52.6)
Negative 32 (37) 9 (53) 30 (71) 36 (50) 3(18) 110 (47.0)
0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (6) 1(0.4)
Inconclusive
EBV type
(PCR)
A 40/54 (74) 4/8 (50) 11112 (92) 31/36 (86) 9/13 (69) 95/123
(77.2)
B 10/54 (19) 4/8 (50) 112 (8) 5/36 (14) 4/13 (31) 24/123
(19.5)
4/54 (7) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 4/123 (3.3)
Inconclusive

EBYV, Epstein-Barr virus; ISH, in situ hybridization; PCR, polymerase chain reaction.

" Data are given as number (percentage) or number/total (percentage) unless otherwise indicated.



ITable 31

Clinical Features, Morphologic Findings, and EBV Association in HIV+ Burkitt Lymphoma Group

Case No./Sex/Age (y) Location EBV ISH EBYV Subtype Morphologic Type
1/M/2 Salivary gland Positive A Classic
2/FI7 Neck LN Negative — Classic
3/F/25 Axillary LN Positive B Classic
4/M/25 Duodenum Positive A Classic
5/M/30 Mesentery Positive B Classic
6/M/32 Axillary LN Positive A Classic
7/M/34 Neck LN Negative — Classic
8/M/37 Axillary LN Positive A Classic
9/M/40 Retroperitoneum Positive A Classic
10/M/42 lleum Negative — Classic
11/M/44 Skin (head) Positive A Classic
12/M/51 Axillary LN Positive A Classic
13/F/52 Abdomen Positive A Classic
14/M/55 Axillary LN Negative — Classic

EBYV, Epstein-Barr virus; ISH, in situ hybridization; LN, lymph node.

EFigure 10 Brazilian map with the 5 geographic regions showing the distribution of Burkitt lymphoma
cases and the frequency of pediatric and adult Burkitt lymphoma related to anatomic location and
Epstein-Barr virus (EBV) status.

EFigure 20 Age distribution of 234 Burkitt ymphoma cases.

llimage 10 Morphologic, immunohistochemical, in situ hybridization, and fluorescence in situ
hybridization in Burkitt lymphoma. 2, Classical Burkitt lymphoma with a prominent starry-sky pattern
(H&E, x200). B, Burkitt lymphoma with high expression of p53 protein by immunohistochemical
analysis (x400). c, Expression of Epstein-Barr virus (EBV) in nuclei of neoplastic cells of Burkitt
lymphoma (in situ hybridization for EBV early RNA [EBER1], x200). D, Fluorescence in situ
hybridization study using a c-MYC break-apart rearrangement probe showing dissociation of the red
and green signals, indicating the presence of a chromosomal breakpoint in the c-MYC locus (%1,000).
Ilmage 20 Epstein-Barr virus (EBV) molecular subtyping. A, Size control polymerase chain reaction
(PCR). B, EBV subtyping specific PCR. M, DNA molecular weight marker; No, DNA absence; C.s,
positive control for EBV type B, fragment length, 186 base pairs (bp); C.a, positive control sample for

EBV type A, fragment length, 170 bp; 1-5, positive samples for EBV.
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