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Cerca de 20% a 40% dos linfomas não-Hodgkin (LNH) B são extranodais e 

caracterizam-se por comportamento biológico distinto, de acordo com o seu sítio 

de origem e variante histológica. Linfoma ósseo primário (LOP), uma forma 

extranodal rara, apresenta-se na maior parte dos casos como LNH B de alto grau 

e evolui com bom prognóstico. Os estudos sobre o LOP são escassos e suas 

características imunofenotípicas e citogenéticas ainda não estão bem definidas. 

Neste trabalho, foram analisados três grupos de linfomas difusos de grandes 

células B (LDGCB): a) ósseos primários, B) nodais e c) metastáticos  

(com envolvimento ósseo secundário). Foram investigados, nesses grupos, dados 

clínicos e de sobrevida, aspectos morfológicos, imunofenotípicos e citogenéticos. 

Na análise imunoistoquímica, foi verificado o estudo das moléculas envolvidas na 

apoptose e regulação do ciclo celular (Bcl-2, Bax, p53, Bcl-6, p21, pRB) moléculas 

envolvidas na adesão celular (CD29, CD62L, CD44, CD51) índice de proliferação 

celular (Ki-67) e expressão das subpopulações de células infiltrantes do sistema 

imune (CD3, CD4, CD5, CD8, CD57, CD68, Foxp3) com objetivo de melhor 

caracterizar o LOP. Foram selecionados no total 138 casos de LDGCB, 

provenientes dos departamentos de Anatomia Patológica FCM-UNICAMP, 

Hospital AC.-Camargo - Fundação Antônio Prudente, Instituto de Traumatologia e 

Ortopedia da USP e Centre Hospitalier Universitarie (CHU Purpan). Do total de 

138, 76 casos eram linfomas ósseos primários, 46 casos linfomas nodais e 16 

casos linfomas com envolvimento ósseo secundário. Nossos resultados 

demonstraram que o LOP possui características evolutivas que diferem dos 

demais LDGCB extranodais. Observamos que a maioria dos LDGCB ósseos 

primários (66%) pertenceram ao imunofenótipo centro germinativo (CG) e não 

exibiram diferenciação plasmacítica. Os três grupos de LDGCB analisados 

exibiram forte imunoexpressão das proteínas relacionadas à apoptose e ao ciclo 

celular enquanto que a imunoexpressão de moléculas de adesão foi fraca ou 

ausente, na maioria dos casos. O estudo da sobrevida, envolvendo a ausência da 

imunoexpressão das moléculas de adesão CD29, CD62L e CD51, nos três 

grupos, revelou-se significativamente associada com melhor sobrevida. O 

significado biológico deste achado ainda está para ser esclarecido. O CD44 foi o 
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mais fortemente expresso nas células tumorais. As moléculas envolvidas na 

apoptose Bax e p53 foram relacionadas à pior evolução e o pRB à evolução 

favorável nos LOP. As proteínas Bcl-2 e Bcl-6 foram expressas nos três grupos de 

linfomas. Com a análise em 32 casos de LOP das principais translocações em 

LNH (MYC, BCL2/IGH, BCL6, ALK, IGH/CCND1 e PAX5), conseguimos 

caracterizar melhor esta entidade. Rearranjos, envolvendo o BCL2 e MYC foram 

encontrados, entretanto não ocorreram rearranjos do BCL6. Os demais genes não 

demonstraram translocações. Estes achados indicam que o LOP deve ser 

considerado uma categoria distinta de LDGCB extranodal, com aspectos 

genéticos e moleculares mais próximos dos nodais. 

 

Palavras-chave: linfoma difuso de grandes células, moléculas de adesão, 

apoptose, hibridização in situ fluorescente. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 
 

 xxxvii



The incidence of extranodal lymphomas is increasing in the last decades. Around 

20 to 40% of B-cell non-Hodgkin lymphomas (NHL) arise outside the lymph nodes 

and may present distinct biological behavior, as compared to the corresponding 

nodal counterpart of similar histological grade. The heterogeneity of large B-cell 

lymphomas (LBCL) has been matter of various studies, although morphology alone 

may be insufficient to separate groups of clinical relevance, immunophenotyping 

and molecular techniques have demonstrated that different variants of LBCL may 

present diverse clinical and prognostic features. Primary bone lymphoma (PBL) is 

rare form of extra nodal NHL, which generally presents a more favorable prognosis 

than the nodal counterpart. The reason for this is unclear. 

We selected a large series (n=138) of nodal NHL (N=46), primary (n=76) and 

metastatic (n=16) bone diffuse large cell lymphomas collected in tissue  

micro-arrays from several centers in France and Brazil. We investigated to be 

comparing clinical, morphological and immunophenotypic features. 

Immunohistochemical detection of proliferation markers, apoptosis related proteins 

and adhesion molecules was be marked. Our results demonstrated that primary 

bone LDGCB possesses peculiar clinical characteristics that you differ of the other 

extranodal LDGCB as the longest evolution and smaller recurrence tax. The three 

groups of LDGCB exhibited strong immunoexpression of the related proteins the 

apoptosis and cellular cycle while the immunoexpression of adhesion molecules 

was weak or absentee in most of the cases. 

These cases were classified according to the expression of antigens with germinal 

center (GC) (n=37/62) or non germinal center (non-GC) (n=26/62) stages of B-cell 

differentiation. 

The study of the survival involving the absence of the imunoexpressão of the 

adhesion molecules CD29, CD62L and CD51 in the three groups was revealed 

significantly associated with better outcome. The biological meaning of this 

discovery is still to be explained. CD44 was it more strongly expressed in the tumor 

cells and it demonstrated relationship away with inferior survival without statistical 

significance. The molecules involved in the apoptosis Bax and p53 were related 
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the worst evolution and the pRB the favorable evolution in PBL. The proteins Bcl-2 

and Bcl-6 were expressed in the three lymphomas groups and associated the 

worst evolution, however without significance. 

By fluorescence in situ hybridization, we found a substantial number of cases with 

a rearrangement of BCL2 (n=9/32) and MYC (n= 3/32) whereas PAX5, BCL6, 

BCL-1/Cyclin D1 and ALK genes were in germ line configuration. Interestingly, one 

case, with GC phenotype, showed a dual BCL2 and MYC rearrangement. We 

observed that the majority of the cases with rearrangements were of GC 

phenotype. These results, associated with the lack of BCL6 rearrangement, 

suggest that bone DLBCL represents a specific group within extranodal B-cell 

lymphomas. 

 

Keywords: diffuse large cell lymphoma, adhesion molecules, apoptosis, fluorescent 

in situ hybridization 
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1.1- Linfoma ósseo primário 

O linfoma ósseo primário (LOP) corresponde cerca de 4% a 5% dos 

linfomas extranodais, menos de 1% dos linfomas não-Hodgkin (LNH) e cerca de 

7% dos tumores ósseos malignos primários. Oberling1 (1928) foi o primeiro a 

descrever sobre esse tipo de linfoma e, em 1939, Parker e Jackson2 descreveram 

os primeiros casos de LOP como reticulossarcoma primário do osso. Outros 

estudos realizados sobre LOP, descreveram mais detalhadamente os seus 

aspectos clínicos, morfológicos e evolutivos (Vassallo et al., 1987, Vassallo et al., 

1988, de Camargo et al., 2002, Flecther et al., 2002, de Leval et al., 2003,  

Zinzani et al., 2003, Barbieri et al., 2004). 

Segundo os critérios da Organização Mundial da Saúde atualmente 

utilizados, são classificados como LOP, linfomas localizados em único sítio ósseo 

com ou sem envolvimento de linfonodo regional, ou em múltiplos sítios ósseos 

sem envolvimento visceral ou de linfonodo regional, mantendo-se esse quadro de 

quatro a seis meses após o início dos sintomas (Flecther et al., 2002). Pacientes 

com lesão óssea e envolvimento precoce de vísceras e/ou múltiplos linfonodos à 

distância e pacientes com linfoma prévio e envolvimento ósseo secundário não 

devem ser considerados como LOP (Flecther et al., 2002). 

O LOP pode ocorrer em qualquer osso do esqueleto, porém atinge mais 

freqüentemente ossos longos, seguido das vértebras, escápula, mandíbula e 

maxila. Existe discreta predominância no sexo masculino e a faixa etária mais 

acometida varia de 30 a 50 anos. Clinicamente caracteriza-se por dor óssea, 

fratura patológica, massa palpável em alguns casos e sintomas neurológicos, 

quando ocorre envolvimento da medula espinhal. Os achados radiológicos são 

inespecíficos. 

Nos ossos longos, observa-se envolvimento freqüente da diáfise com 

acentuada destruição óssea, áreas líticas e escleróticas variáveis e muitas vezes 

comprometimento de todo o osso com extensão para partes moles, formando uma 

                                                 
1 Oberling apud Horsman et al, 2006 
2
 Parker e Jackson apud Kitsoulis et al, 2006 

 



grande massa (de Camargo et al., 2002, Gianelli et al., 2002, Zinzani et al., 2003, 

Barbieri et al., 2004). 

A maioria dos casos de LOP são linfomas difusos de grandes células B 

(LDGCB) geralmente de padrão centroblástico (Vassallo et al., 1987,  

Vassallo et al., 1988). Caracterizam-se por envolvimento difuso dos espaços 

medulares com pouca destruição óssea, as trabéculas ósseas são geralmente 

normais, espessadas ou irregulares e pagetóides (Huebner-Chan et al., 2001, de 

Camargo et al., 2002, Zinzani et al., 2003, Beal et al., 2006). 

O linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) é considerado o tipo 

mais comum de linfoma em países do Ocidente. Segundo a classificação de 

neoplasias dos tecidos linfóide e hematopoiético da OMS, o LDGCB representa 

cerca de 40% dos LNH no adulto. Este linfoma pode desenvolver-se de novo ou 

surgir a partir de linfomas B indolentes, formando um grupo amplo e heterogêneo, 

com aspectos morfológicos, terapêuticos e clínicos variados (Colomo et al., 2003, 

Staudt e Dave, 2005). Vários estudos feitos nas últimas décadas demonstraram a 

variabilidade imunofenotípica, clínica e genética desses linfomas  

(Hans et al., 2004, Staudt e Dave, 2005, Kwong, 2007). 

A literatura mundial demonstra divergências em relação aos aspectos 

imunoistoquímicos, fatores prognósticos, evolutivos e tratamento em vários 

estudos sobre o LOP. Alguns trabalhos, correlacionando prognóstico e estádios da 

lesão, demonstraram sobrevida de 5 a 10 anos nos pacientes com doença isolada 

e sem extensão para partes moles, em torno de 53% a 58% dos casos, enquanto 

aqueles com envolvimento de partes moles possuem sobrevida de 5 a 10 anos em 

cerca de 12% a 22% dos casos (Flecther et al., 2002, Miguez Sanchez  

et al., 2006, Ramadan et al., 2007). No Brasil, os estudos feitos sobre LOP são 

raros e limitados à análise de aspectos clínico-evolutivos e morfológicos com 

pouca ênfase nos fatores prognósticos (Vassallo et al., 1987, Vassallo et al., 1988, 

de Camargo et al., 2002). 
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1.2- Características imunofenotípicas e moleculares do LOP 

Trabalhos recentes definiram alguns aspectos imunofenotípicos do 

LOP, porém foram insuficientes principalmente em relação à análise dos seus 

marcadores de prognóstico e estudos moleculares. Em virtude de sua raridade e à 

dificuldade em coletar material para pesquisa, os estudos moleculares sobre LOP 

são escassos (de Leval et al., 2003, Miguez Sanchez et al., 2006,  

Maruyama et al., 2007, Ramadan et al., 2007). De Leval et al (2003) 

demonstraram em 29 casos de LDGCB primários do osso que 48% dos casos 

eram padrão centro-germinativo e que a expressão do anticorpo CD10 estava 

relacionada com maior sobrevida. Neste mesmo estudo, o rearranjo BCL-2/IGH foi 

observado, por meio da PCR, em apenas um de 23 casos analisados  

(de Leval et al., 2003). 

Huebner-Chan et al (2001) observaram em 20 casos de LDGCB 

primário ósseo forte expressão da proteína Bcl-2 em 55% dos casos. Na análise 

molecular foi observado rearranjo do gene da cadeia pesada da imunoglobulina, 

porém não foram detectados rearranjos dos genes BCL-2/IGH sugerindo assim 

que a expressão do Bcl-2 não ocorre como conseqüência do rearranjo genético 

desse gene (Huebner-Chan et al., 2001). Em 2003, Gianelli et al observaram que 

as mutações envolvendo o gene BCL-6 em LOP, são menos freqüentes do que 

nas formas nodais (Gianelli et al., 2003). 

O LOP permanece pouco conhecido sob vários aspectos e, até o 

momento, as informações obtidas são insuficientes (quadro 1). Estudos adicionais 

são necessários para caracterizar melhor os fatores prognósticos e analisar mais 

profundamente os aspectos imunofenotípicos e citogenéticos (de Leval et al., 

2003, Miguez Sanchez et al., 2006, Maruyama et al., 2007, Ramadan et al., 2007). 
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Quadro 1- Principais trabalhos publicados sobre linfoma ósseo primário 

Autor/ano Casuística Tipo de estudo 

de Camargo et al, 2002 24 Estudo clínico 

Gianelli et al, 2002 54 Estudo clínico 

Stein et al, 2003 19 Estudo clínico 

Zinzani et al, 2003 52 Estudo clínico 

Barbieri et al, 2004 77 Estudo clínico 

Beal et al, 2006 82 Estudo clínico 

Maruyama et al, 2007 28 Estudo clínico 

Ramadan et al, 2007 131 Estudo clínico 

Huebner Chan et al, 2001 20 Estudo molecular e imunofenotipico 

Gianelli et al, 2003 53 Estudo molecular e imunofenotipico 

de Leval et al, 2003 29 Estudo molecular e imunofenotipico 

Horsman et al, 2003  Revisão de literatura 

Kitsoulis et al, 2006  Revisão de literatura 

Miguel Sanchez et al, 2006  Revisão de literatura 

 

1.3- Perfis imunofenotípico, citogenético e das moléculas envolvidas na 

apoptose, regulação do ciclo e adesão celular no linfoma difuso de 

grandes células B 

Estudos de expressão gênica demonstraram que o LDGCB pode ser 

dividido em dois subgrupos: um subgrupo de LDGCB denominado semelhante às 

células B normais do centro germinativo (Vega, F. et al., 2005), ou seja, as células 

linfomatosas expressam genes considerados próprios das células B normais do 

centro germinativo (Staudt e Dave, 2005) e o outro subgrupo, denominado  

pós-centro germinativo (pós-CG), caracteriza-se pela ausência na expressão dos 

genes característicos do centro germinativo e demonstra apenas genes induzidos 

durante a estimulação mitótica de células B sangüíneas (Hans et al., 2004, Wu e 

Keating, 2006, Kwong, 2007). Um terceiro subgrupo recentemente descoberto foi 

definido pela expressão gênica como linfoma de células B do mediastino. 
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A expressão de marcadores pós-CG como o MUM-1 e CD138, e 

marcadores do CG, como Bcl-6 e CD10, auxiliam na classificação dos LDGCB nos 

dois subgrupos e podem ser relacionados com prognóstico (Hans et al., 2004,  

Sjo et al., 2007). A expressão do Bcl-6 acima de 10% nas células desse linfoma é 

indicativa de boa sobrevida bem como a co-expressão do CD10. 

Outro aspecto já demonstrado em trabalhos anteriores consiste na 

expressão do CD5 (marcador de linfócitos T e expresso em 10% dos casos de 

LDGCB) associado à ausência de expressão do CD10 e expressão da proteína 

Bcl-6. Este subtipo de LDGCB é considerado de novo, acomete mais 

freqüentemente mulheres idosas em sítios extranodais e evoluem com pior 

prognóstico (Hans et al., 2004, Sjo et al., 2007). 

O grau de proliferação celular tumoral pode ser medido pela expressão 

do anticorpo de proliferação celular, Ki-67. Níveis elevados de proliferação celular 

estão relacionados com pior sobrevida nos pacientes com linfomas agressivos 

(Miller et al., 1994, Nicolaides et al., 1998). 

A proteína Bcl-2, membro da família das moléculas reguladoras de 

apoptose (Bcl-2, Bcl-X, Bax, e Bak) favorece a oncogênese, atuando como 

supressor potente da morte celular programada das células tumorais e 

prolongando sua sobrevida (Gutierrez et al., 1999). A expressão da proteína Bcl-2 

nos LDGCB ocorre em 30% a 60% dos casos e relaciona-se com maior freqüência 

de recidiva tumoral e resistência à ação das drogas quimioterápicas  

(Nicolaides et al., 1998, de Leval e Harris, 2003, Wu e Keating, 2006, De Paepe e 

De Wolf-Peeters, 2007). 

Gascoyne et al (1997) descreveram o significado prognóstico da 

proteína Bax em LDGCB nos pacientes com estágios avançados da doença 

(Gascoyne et al., 1997). Os resultados semelhantes aos de Bairey et al (1999), 

sugerem efeito conjunto paradoxal entre Bax e Bcl-2 suprimindo a morte celular 

(Bairey et al, 1999). Esses resultados permitem formular novas hipóteses sobre o 

papel funcional e oncogênico da coexpressão Bax e Bcl-2 nos LNH agressivos e 
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outras neoplasias malignas (Gascoyne et al., 1997, Kramer et al., 1998, Nicolaides 

et al., 1998, Pagnano et al., 2002, Fisher et al., 2004). 

A presença de mutações no gene supressor tumoral P53 em células de 

LDGCB foi associada a fatores de pior prognóstico, como idade e estádios clínicos 

avançados e desidrogenase láctica elevada (Nicolaides et al., 1998). Formas 

mutantes do gene P53 estão associadas a baixos níveis de remissão completa da 

neoplasia e sobrevida reduzida (Villuendas et al., 1992, Nicolaides et al., 1998, 

Leroy et al., 2002, Sohn et al., 2003, Paik et al., 2005). A análise combinada da 

expressão das proteínas p53 e p21, outra molécula envolvida no controle da 

divisão celular, permite distinguir formas mutantes e selvagens do gene P53. Os 

LDGCB que demonstraram expressão do p53 e ausência de expressão do p21 

(p53+ e p21-) estão associados à forma P53 mutante e relacionados com pior 

prognóstico e ineficácia do tratamento, enquanto aqueles que expressaram p53 e 

p21, simultaneamente, estão relacionados com a forma não mutante do gene P53. 

A associação do P53 mutante e a expressão do Bcl-2 demonstrou baixa sobrevida 

em um grupo de pacientes estudados portadores de LDGCB nodais  

(de Leval et al., 2001, de Leval e Harris, 2003, Kwong, 2007). 

A proteína do retinoblastoma (pRB) regula de forma negativa o ciclo 

celular ou seja diminui a atividade proliferativa celular. Os LDGCB que exibem 

expressão elevada desta proteína (acima de 80% das células tumorais positivas) 

estão relacionados com sobrevida mais longa (de Leval e Harris, 2003). 

As moléculas de adesão envolvidas na recirculação, quimiotaxia e 

interação endotelial dos linfócitos pertencem às famílias de receptores 

denominados selectinas, integrinas, imunoglobulinas e CD44 (Springer, 1990, 

Drillenburg e Pals, 2000). Os LNH B agressivos preservam vários receptores de 

adesão nas suas células, principalmente aqueles relacionados com a recirculação 

dos linfócitos residentes (Drillenburg et al., 1999, Drillenburg e Pals, 2000, 

Wallach-Dayan et al., 2001). 
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As moléculas de adesão estão envolvidas nos processos de invasão e 

disseminação dos linfomas (Drillenburg e Pals, 2000, Naor et al., 2002). Trabalhos 

demonstram que moléculas de adesão podem determinar o padrão de 

agressividade e propagação específica nos tecidos alvo em alguns subtipos de 

linfomas. Linfomas extranodais, por exemplo, originados no tecido linfóide 

associados à mucosa (do inglês mucosal associated lymphoide tissue, MALT) 

preservam moléculas como a L-selectina, encontrada durante o processo de 

maturação na mucosa intestinal. Provavelmente, a expressão destas moléculas 

orientará o padrão de disseminação deste linfoma nas mucosas (Drillenburg e 

Pals, 2000, Pals et al., 2007). 

O CD44 representa uma família de glicoproteínas codificada por único 

gene no cromossomo 11. Suas isoformas variantes (CD44v) estão distribuídas em 

vários tecidos humanos e são responsáveis por importantes funções biológicas 

como proliferação e diferenciação celulares, ativação e migração de linfócitos, 

hematopoiese, angiogênese, apresentação de citocinas, quimocinas e fatores do 

crescimento, bem como progressão tumoral e metástase. Várias funções celulares 

normais mediadas pelo CD44 são adotadas pelas células malignas de forma 

descontrolada (Wallach-Dayan et al., 2001, Naor et al., 2002). 

Estudos clínicos demonstraram que a expressão do CD44 foi 

relacionada com prognóstico desfavorável em LDGCB e maior disseminação da 

doença (Drillenburg e Pals, 2000). Outro trabalho demonstrou que a expressão do 

CD44 esteve relacionada com sobrevida livre de doença e com doença localizada 

em pacientes com LDGCB (Drillenburg e Pals, 2000). Tzankov et al (2005), 

analisando a expressão das isoformas variantes do CD44 nos grupos de LDGCB 

CG e pós-CG, demonstraram que a variante 6 (CD44v6), expressa mais 

freqüentemente no grupo pós-CG, pode contribuir com a disseminação do linfoma 

e correlacionar-se com estágio avançados da doença (Tzankov et al., 2003). 

A família das selectinas é constituída pela L-selectina, fator de 

crescimento epidérmico e lecitina. A L-selectina está expressa em linfócitos, 

monócitos e neutrófilos e rapidamente é sub-regulada durante a ativação celular 
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(Drillenburg e Pals, 2000). Estudos in vitro demonstraram o papel dessa proteína 

na migração dos linfócitos para linfonodos periféricos. Foi observado que a maioria 

dos LNH B nodais de alto e baixo grau histológicos e linfomas T expressam  

L-selectina, porém a expressão em linfomas extranodais foi variável  

(Drillenburg e Pals, 2000). 

A família das integrinas é composta pelas subunidades α e ß. Sua 

expressão é limitada nos linfócitos e são utilizadas como receptores na interação 

entre os linfócitos com outras células e a matriz extracelular (Drillenburg e Pals, 

2000). A expressão destas subunidades pode estar relacionada com o grau de 

diferenciação dos linfomas e seu padrão de disseminação (Bargatze et al., 1987, 

Terpe et al., 1994). O padrão de expressão da família das integrinas nas células 

linfomatosas provavelmente influencia a progressão da doença e prognóstico do 

paciente (Terol et al., 1999, Drillenburg e Pals, 2000). 

Desarranjos citogenéticos em LNH são freqüentes e podem auxiliar no 

seu diagnóstico, patogenia e prognóstico. Muitas das proteínas codificadas pelos 

genes alterados atuam em mecanismos de apoptose, regulação do crescimento 

celular, controle do ciclo e diferenciação celulares (Vega, F e Medeiros, 2003, 

Staudt e Dave, 2005, Wu e Keating, 2006). A hibridização in situ fluorescente 

(FISH), técnica bastante utilizada na pesquisa das anormalidades citogenéticas 

em LNH, atualmente demonstra resultados satisfatórios em material de biópsias 

arquivadas (Ventura et al., 2006). 

O LDGCB, em razão de sua heterogeneidade, demonstra uma grande 

variedade de alterações moleculares recorrentes e não patognomônicas, podendo 

ser observadas em outros tipos de LNH B. As translocações aleatórias podem 

estar envolvidas na patogênese dos LDGCB e possuem implicações clínicas e 

prognósticas importantes (Haralambieva et al., 2002, Haralambieva et al., 2003, 

Lossos e Morgensztern, 2006). Translocações envolvendo genes da IGH 

(cromossomo 14q32), BCL2 (cromossomo 18q21), BCL-6 (cromossomo 3q27) e 

MYC (cromossomo 8q24) são freqüentemente observadas. 
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O rearranjo genético e expressão do gene BCL-6, marcador de células 

do centro germinativo, está associado a prognóstico favorável  

(Kramer et al., 1998, De Paepe e De Wolf-Peeters, 2007). A superexpressão da 

proteína anti-apoptótica Bcl-2 é considerada fator de pior prognóstico, seu 

rearranjo genético t(14; 18)(q32; q21) ocorre, freqüentemente, com a justaposição 

do gene BCL2 no locus do gene da imunoglobulina de cadeia pesada IGH 

(Kusumoto et al., 2005). Outros mecanismos podem levar à superexpressão dessa 

proteína como a amplificação do gene BCL2. Estudos demonstraram que a 

presença desta translocação parece não estar relacionada com a baixa sobrevida 

(Hermine et al., 1996, Kusumoto et al., 2005). 

Aberrações genéticas, envolvendo os genes do ciclo celular P53, 

CKDN2A (p16 INK4) e CCND1 (ciclina D1) em LDGCB estão relacionados com pior 

sobrevida (Vega, F e Medeiros, 2003, Kusumoto et al., 2005, Wu e Keating, 2006). 

A translocação t(8,14) ou amplificação t(8q24) do gene MYC, promotor do ciclo 

celular e ao mesmo tempo da apoptose, produz a superexpressão da proteína  

c-myc em mais de 15% dos LDGCB, freqüentemente, em pacientes portadores do 

vírus HIV com linfomas extranodais e estão geralmente relacionados com curso 

clínico mais agressivo (Hermine et al., 1996, de Leval e Harris, 2003, Fisher et al., 

2004). 

Atualmente, o LDGCB é considerado o LNH mais freqüente em adultos 

e os inúmeros trabalhos realizados demonstram a diversidade clínica genética e 

imunofenotípica deste grupo de linfoma que pode ser comprovada na evolução 

satisfatória de alguns pacientes. Vários marcadores prognósticos foram 

identificados e relacionados com a resposta imune do hospedeiro e a capacidade 

invasiva do tumor, contudo ainda permanecem incertezas sobre a aplicabilidade 

desses fatores na prática. É imprescindível a realização de mais pesquisas e o 

descobrimento e aplicação de novas técnicas para entender melhor a biologia 

desse linfoma agressivo. 
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1.4- Justificativa 

A freqüência dos LNH tem aumentado nos últimos vinte anos. O 

LDGCB é considerado o maior e mais freqüente grupo de linfoma que acomete 

adultos nas formas nodais e extranodais. Fatores clínicos, morfológicos e 

imunoistoquímicos podem apresentar impacto na terapêutica e sobrevida dos 

portadores dessas neoplasias (Miller et al., 1994, Nicolaides et al., 1998, Craxton 

et al., 2000, Linderoth et al., 2003). As pesquisas recentes têm valorizado o estudo 

detalhado de marcadores imunoistoquímicos relacionados ao padrão de 

comportamento das células neoplásicas no hospedeiro, como moléculas de 

adesão, moléculas reguladoras da apoptose e proliferação celular e moléculas 

relacionadas com origem em centro e pós-centro germinativo  

(Nicolaides et al., 1998, de Leval et al., 2003, de Leval e Harris, 2003). A análise 

genética molecular dos LDGCB é considerada outra ferramenta importante no 

estudo desse grupo de linfoma e tem fornecido importantes informações acerca do 

prognóstico, classificação e patogenia. No entanto, os avanços observados nos 

estudos dos LDGCB nodais não foram estendidos aos LOP, principalmente em 

razão de sua baixa freqüência. 

A comparação da expressão dos marcadores biológicos relacionados à 

apoptose, proliferação e ciclo celular e moléculas de adesão em três sítios 

diferentes de apresentação do LDGCB (LOP, nodal e de acometimento ósseo 

secundário ou metastático), permitirá caracterização de diferenças e semelhanças 

entre o LOP e os linfomas dos dois outros sítios. Possíveis diferenças e 

semelhanças moleculares podem esclarecer a sua patogênese, em pontos 

obscuros sobre as diferenças clínicas entre essas formas de neoplasia. A análise 

conjunta dos dados clínicos e de sobrevida e os padrões de imunoexpressão 

desses marcadores poderão fornecer novas informações prognósticas dessa 

forma de apresentação, pouco freqüente de LDGCB. 
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Objetivo geral 

•  Avaliar o LOP e comparar com os LDGCB nodais e de envolvimento 

ósseo secundário, quanto aos seus aspectos clínicos  

(idade, localização, sexo, tratamentos instituídos) imunofenotípicos e 

moleculares genéticos. 

 

Objetivos específicos 

•  Avaliar e comparar nos três grupos de LDGCB a expressão das 

moléculas de adesão (CD29, CD62L, CD44 e CD51), relacionadas 

com apoptose e regulação do ciclo celular (Bcl-2, Bax, p53, Bcl-6, 

p21 e pRB) e correlacionar com a sobrevida. 

•  Classificar o compartimento de origem B (pós ou de centro 

germinativo) nos três grupos de linfomas, através de marcadores 

imunoistoquímicos (CD10, MUM1, Bcl-6, CD138) e correlacionar 

com sobrevida. 

•  Avaliar o padrão de expressão das principais subpopulações de 

células infiltrantes do sistema imune (CD3, CD4, CD5, CD8, CD57, 

CD68, Foxp3), nos três grupos de linfomas. 

•  Avaliar a presença de translocações no LOP quanto aos genes 

BCL2/IGH, MYC, BCL6, CCND1/IGH, ALK e PAX5 e compará-las 

com os dados existentes sobre linfomas nodais e outros 

extranodais. 
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3.1- Seleção dos casos e revisão histopatológica 

Foram selecionados 138 casos de LDGCB, sendo 76 casos de LOP, 46 

casos de linfomas nodais e 16 casos de linfomas com envolvimento secundário 

para medula óssea (metastáticos). Os casos foram provenientes dos arquivos do 

Departamento de Anatomia Patológica da FCM-UNICAMP, do Departamento de 

Anatomia Patológica do Hospital A. C.-Camargo, Fundação Antônio Prudente e do 

Instituto de Traumatologia e Ortopedia da Faculdade de Medicina da Universidade 

de São Paulo e Laboratoire d'Anatomie Pathologique, Centre Hospitalier 

Universitarie (CHU Purpan), Toulouse, França. O período da seleção dos casos de 

LOP, em virtude da raridade da doença, foi bastante amplo, variando de  

15 a 30 anos. 

A seleção dos casos de LOP foi de acordo com os critérios 

estabelecidos pela OMS que caracterizam como LOP os linfomas localizados em 

único sítio ósseo com ou sem envolvimento de linfonodo regional, ou em múltiplos 

sítios ósseos sem envolvimento visceral ou de linfonodo regional, mantendo-se 

esse quadro de quatro a seis meses após o início dos sintomas  

(Flecther et al., 2002). Pacientes com lesão óssea e envolvimento precoce de 

vísceras e/ou múltiplos linfonodos a distância e pacientes com linfoma prévio e 

envolvimento ósseo secundário não devem ser considerados como LOP  

(Flecther et al., 2002). 

Com exceção das amostras provenientes da França, foram coletados 

de cada amostra os dados referentes ao sexo, idade, localização do tumor, 

estádio, evolução, sintomas B e tipo de tratamento instituído. Esses dados foram 

catalogados em relatórios com os números de registros hospitalares e das 

biópsias de origem. Casos de linfoma T, associados à infecção pelo HIV e outros 

tipos de linfomas B foram descartados. Os outros linfomas B encontrados foram 

linfomas de Hodking, linfomas de Burkitt, linfomas linfoblásticos e expecionalmente 

foliculares Casos com biópsia extraviada ou com material insuficiente para análise 

imunoistoquímica foram excluídos da pesquisa. 

Material e Métodos 

59



A revisão histopatológica foi feita por dois anátomo-patologistas. 

Inicialmente foram selecionados, de cada caso, os blocos e lâminas coradas em 

hematoxilina-eosina (HE), a partir dos arquivos dos departamentos envolvidos no 

projeto. A leitura foi realizada em microscópio óptico de dupla observação e os 

critérios morfológicos utilizados no diagnóstico de LDGCB nos grupos nodal e 

ósseo foram baseados na nomenclatura da OMS-2001 de neoplasias 

hemolinfóides (Jaffe et al., 2001). São eles: presença de células neoplásicas com 

duas vezes o tamanho dos linfócitos normais, presença de nucléolo proeminente e 

citoplasma basofílico, observando-se que as células neoplásicas apresentavam 

semelhanças com centroblastos ou imunoblastos (Jaffe et al., 2001). 

A seleção dos casos com envolvimento secundário da medula óssea foi 

inicialmente realizada nas biópsias com diagnóstico histopatológico de infiltração 

da medula óssea por LNH e história anterior de LDGCB. Os critérios morfológicos 

estabelecidos para a revisão dos casos foram: presença de infiltrados 

paratrabeculares, presença de grandes células com atipia citológica, pouca 

demarcação do infiltrado e infiltração no tecido hematopoiético adjacente  

(Jaffe et al., 2001). Os infiltrados benignos foram descartados de acordo com 

critérios previamente estabelecidos (Jaffe et al., 2001) e os casos duvidosos ou 

com má representação do linfoma como, por exemplo, ocasionado pelo desgaste 

do material também não foram selecionados (Thiele et al., 1999). A extensão do 

infiltrado e a percentagem de grandes células pelo HE não foram consideradas 

nesta análise bem como o caráter discordante ou não do infiltrado com o linfoma 

primário. 

 

3.2- Método imunoistoquímico 

3.2.1- Marcadores imunoistoquímicos 

Foram pesquisados marcadores de imunofenotipagem de linfomas B, 

das moléculas de adesão envolvidas na migração das células linfóides e 

moléculas relacionadas com apoptose e proliferação celular, origem das células B 
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em pós e centro germinativo e células infiltrantes do sistema imune. Abaixo 

observam-se os quadros 2, 3, 4, 5 e 6, discriminando os anticorpos utilizados na 

pesquisa quanto à sua origem, função, padronização e tipo de marcação. Os 

marcadores realizados por método automatizado não exibem alguns itens. 

Anticorpos que faziam parte em mais de um painel não foram repetidos como por 

exemplo, o CD3. 

Quadro 2- Imunofenotipagem de linfomas B  

ANTICORPO FONTE ANTÍGENO/ESPECIFICIDADE MARCAÇÃO pH TAMPÃO DILUIÇÃO CLONE
1. Anticorpo 
monoclonal 
anti-CD20 

Dakocytomation, 
Carpinteira, CA, 

USA 

Marcador de linfócitos B. membrana 
celular 

7.2 citrato 1:800 L26 

2. Anticorpo 
monoclonal 
anti-CD3, 
linfócito T 

 Marcador de linfócitos T. citoplasma 7.2 citrato 1:200 F7.2.38

3. Anticorpo 
monoclonal 
anti-CD99, 
sarcoma de 

Ewing 

 Marcador do sarcoma de 
Ewing 

membrana 
celular 

7.2 citrato 1:50 MIC-2 

4. Anticorpo 
monoclonal 
anticélula 

plasmática 

 Marcador de células 
plasmáticas normais e 

neoplasicas. 

citoplasma 7.2 EDTA 1:50 VS38c 

5. Anticorpo 
monoclonal 
anti-CD30 

 Marcador de célula de Reed-
Stenberg 

membrana 
celular 

7.2 EDTA 1:80 Ber-H2

6. Anticorpo 
monoclonal 

anti CD5 

Novocastra, 
Newcastle, UK 

Marcador de células T e 
pequena quantidade de 

células B periféricas. 

membrana 
celular 

 citrato 1:20 4C7 

7. Anticorpo 
monoclonal 
anticadeia 
leve kappa 

 

 Marcador da cadeia leve 
kappa de imunoglobulinas nas 

células B. 

citoplasma  citrato 1:1200 Kp-53 

8. Anticorpo 
monoclonal 
anticadeia 

leve lambda 

 Marcador da cadeia leve 
lambda de imunoglobulinas 

nas células B. 

citoplasma  citrato 1:1600 HP-
6054 

9. Anticorpo 
monoclonal 

CD138 

 Marcador de células B 
precursoras da medula óssea 
e células B  nas fases mais 
tardias de desenvolvimento. 

citoplasma e 
membrana 

celular 

 citrato 1:80 5F7 

10. Anticorpo 
monoclonal 

CD38 

 Marcador de plasmócitos 
secretores de Ig,linfócitos pré 

B e centro germinativos 

membrana 
celular 

 citrato 1:100 SPC32

11. Anticorpo 
policlonal 

PAX5 

Santa Cruz 
Biotechnology, 

CA,USA 

Marcador da proteína Pax5 
encontrada em linfócitos pró e 

pré-B e maduros. 

nuclear   1:50-
1:500 

 

12. Anticorpo 
monoclonal 

BOB1 

Abcam plc, 
Cambridge. UK 

Marcador da proteína 
transcripcional co-ativadora 
específica para linfócitos B 

Bob1 

nuclear 7.5 citrato 1:50-
1:100 

Wue-
AC5 
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Quadro 3- Apoptose e regulação do ciclo celular 

ANTICORPO FONTE ANTIGENO/ESPECIFICIDADE MARCAÇÃO pH TAMPÃO DILUIÇÃO CLONE 
1. Anticorpo 

policlonal anti-
Bax 

Dako Marcador da oncoproteína Bax 
que promove a apoptose e 

morte celulares. 

citoplasma 7.2 citrato 1:1500 Bax 

2. Anticorpo 
monoclonal 

antiproteína p53 

Dako Marcador da oncoproteína p53 
que regula o ciclo celular e 

induz apoptose 

nuclear 7.2 EDTA 1:100 DO-7 

3. Anticorpo 
monoclonal 

anti-
oncoproteína 

Bcl-2 

Dako Marcador da oncoproteína Bcl-
2 que bloqueia a apoptose 

celular 

citoplasma 7.2 citrato 1:150 124 

4. Anticorpo 
monoclonal anti 

Waf1(p21) 

Novocastra, Marcador da proteína p21 
envolvida no mecanismo do 

ciclo celular 

nuclear  citrato 1:20 4D10 

5. Anticorpo 
monoclonal 

antiproteína do 
retinoblastoma 

 Marcador do produto do gene 
supressor tumoral pRB do 

retinoblastoma envolvido na 
regulação do ciclo celular 

nuclear  citrato 1:25 13A4210 

 

Quadro 4- Moléculas de adesão 

ANTICORPO FONTE ANTIGENO/ESPECIFICIDADE MARCAÇÃO pH TAMPÃO DILUIÇÃO CLONE 
1. Anticorpo 

policlonal anti-
CD44 

Dako, Utilizado no estudo da linfo-
hemopoiese e adesão celular. 

membrana celular 7.2 citrato 1:40 DF1485 

2. Anticorpo 
monoclonal 

anti-L-
selectina 
(CD62L) 

Novocastra Marcador da molécula de adesão 
L-selectina 

membrana celular 
predominantemente 
mas e citoplasma 

pode ser observado 

 citrato 1:25 9H6 

3. Anticorpo 
monoclonal 
anti CD29 

Novocastra Marcador das integrinas beta 1 
encontrada em linfócitos T e 

leucócitos. 

membrana celular  citrato 1:600 7F10 

4. Anticorpo 
monoclonal  
anti CD51. 

Novocastra Conhecido como integrina alfa-V é 
encontrado em células NK, 

plaquetas, leucócitos, 
macrófagos. 

membrana celular  citrato 1:150 CJ100 
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Quadro 5- Origem B centro e pós-centro germinativo 

ANTICORPO 
FONTE ANTIGENO/ESPECIFICIDADE MARCAÇÃO pH TAMPÃO 

DILUIÇÃO CLONE 

1. Anticorpo 

monoclonal anti 

proteína MUM-1 

Dako Marcador de linfócitos B no 
último estágio de maturação 

no centro germinativo e etapas 
subseqüentes na maturação 

até plasmócitos. 

nuclear 7.2 citrato 1:100 MUM 

1p 

2. Anticorpo 

monoclonal 

antioncoproteína 

Bcl-6 

Dako Marcador de células B do 
centro germinativo 

nuclear 7.2 citrato 1:100 PG-

B6p 

3. Anticorpo 

monoclonal anti 

CD10 

Novocastra Marcador de linfócitos situados 
no centro germinativo 

citoplasma  citrato 1:150 56C6 

 

Quadro 6- Células infiltrantes do sistema imune 

ANTICORPO 
FONTE ANTIGENO/ESPECIFICIDADE MARCAÇÃO pH TAMPÃO 

DILUIÇÃO CLONE 
1. Anticorpo 
monoclonal 

anti-CD4 

Dako Marcador de linfócitos T 

auxiliares 

Membrana celular   1:50-
1:100 

MT310 

2. Anticorpo 
monoclonal 

anti CD8 

Dako Marcador de linfócitos T 

citotóxicos 

citoplasma   1:50-
1:100 

C8/144B 

3. Anticorpo 
monoclonal 
anti CD57 

Dako Marcador de linfócitos T/NK membrana celular 

e citoplasma 

  1:25-1:50 TB01 

4. Anticorpo 
monoclonal 
anti CD68 

Dako Marcador de macrófagos e 

monócitos 

citoplasma/granular 

ou difuso 

  1:50-
1:500 

KP1 

5. Anticorpo 
monoclonal 
anti FOXP3 

Santa Cruz 

Biotechnology, 

CA,USA 

Marcador de FOXP3 de 

origem humana 

citoplasma   1:50-
1:500 

221D/D3 

 

3.2.2- Técnica imunoistoquímica 

O estudo imunoistoquímico foi realizado nas dependências do 

Laboratório de Imunoistoquímica, no Departamento de Anatomia Patológica – 

Caism – FCM – Unicamp e no Laboratoire d'Anatomie Pathologique, Centre 

Hospitalier Universitarie (CHU Purpan). 
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As lâminas foram desparafinadas com banho em xilol a 100°C e 

posterior passagem em mais dois xilóis à temperatura ambiente. Após, as lâminas 

foram banhadas em três álcoois absolutos, um álcool 80% e um álcool 50% para 

hidratação progressiva. Foram, então, lavadas em água corrente por 3 minutos e 

passadas em água destilada. 

Para inibição da peroxidase endógena, as lâminas passaram por três 

banhos de 3 minutos cada, em solução de peróxido de hidrogênio a 3%, à 

temperatura ambiente e novamente lavada em água corrente por 3 minutos e 

passadas por água destilada. 

A recuperação antigênica foi realizada pela imersão das lâminas em 

tampão citrato 10mM, pH 6, 0, durante 30 minutos acerca de 98°C, usando panela 

a vapor (alternativamente pode-se utilizar tampão Tris-EDTA 0,05M pH 8,9). Após 

isto, esperou-se 15 a 20 minutos para que o conjunto (lâminas imersas no tampão) 

esfriasse. Realizou-se a lavagem das lâminas em água corrente por 3 minutos, 

com posterior passagem em água destilada, após o que foram colocadas em 

solução tampão fosfato (PBS), durante 5 minutos. 

As lâminas foram incubadas com anticorpo 30' em estufa a 37°C e, 

após, incubadas por toda a noite (16-20 horas) a 4 C em câmara úmida. Na 

manhã seguinte, retirou-se o excesso do anticorpo primário; seguindo-se três 

lavagens em PBS de 5 minutos em temperatura ambiente. Foram utilizados dois 

kits para amplificação da reação imunoistoquímica e do anticorpo secundário: 

NovoLink (Novocastra, Newcastle, UK) e LSAB+, Peroxidase, HRP 

(DakoCytomatiom V. G., Carpinteira, CA, USA). 

A coloração foi realizada com 60 mg de DAB (3,3 tetra-hidrocloreto de 

diamino-benzidina, SIGMA D5637) - cromógeno de cor marrom impregnado-no 

local onde ocorreu a reação, dissolvido em 100 ml de PBS com 1 ml de  

dimetil-sulfóxido e 0,5 ml de peróxido de hidrogênio 10%, com posterior lavagem 

em água corrente. Seguiu-se a contracoloração com hematoxilina de “Harris” e 

realizada nova lavagem em água corrente. A seguir, as lâminas foram 
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desidratadas com banhos em álcool absoluto, passadas em xilol e posterior 

montagem com resina Entellan (Merck, cód. 7961). A positividade foi evidenciada 

pela marcação em marrom da estrutura celular que encerrava a proteína analisada 

(padrão nuclear, citoplasmático ou de membrana) contrastando com o roxo dos 

núcleos e das células que não foram marcadas e coradas apenas pela 

hematoxilina de “Harris”. Todas as reações foram realizadas com os controles 

positivos específicos para cada anticorpo. 

 

3.2.3- Método de classificação nos grupos centro germinativo e pós-centro 

germinativo (pós-CG) 

A classificação molecular dos LDGCB foi baseada no algoritmo 

proposto por Hans et al (2004) e realizada em 68 amostras de LOP e 45 de 

LDGCB nodais (Hans et al., 2004). O grupo metastático não foi submetido a esta 

classificação em virtude de dificuldades técnicas e escassez do material. Este 

método baseia-se na expressão imunoistoquímica dos anticorpos CD10, MUM-1 e 

Bcl-6 para classificar nos dois subgrupos, CG e PÓS-CG. As amostras de LDGCB 

com expressão isolada para CD10 ou associada ao Bcl-6 foram classificadas no 

subgrupo CG, se ocorreu negatividade destes dois marcadores, considerou-se 

como sendo do grupo pós-CG. Nos casos de LDGCB que foram negativos para 

CD10, mas positivos para Bcl-6, a expressão de MUM-1 determinou o subgrupo, 

se foi positivo para MUM-1 considerou-se pós-CG e se negativo CG  

(Hans et al., 2004, Sjo et al., 2007). De acordo com Hans et al., 2004, temos no 

esquema abaixo o algoritmo para classificação em centro germinativo e pós-centro 

germinativo. 
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        CG 

        +   MUM1       +   

CD10             +  −  pós-CG  

    − Bcl-6    CG  

          −     pós-CG    

 

3.3- Técnica do microarranjo matricial de tecidos (TMA, do inglês “tissue 

microarray”) 

Esta técnica foi escolhida, neste estudo, por permitir o uso de grande 

número de casos e/ou marcadores, sem perda significativa da representatividade 

do tumor em relação aos estudos com cortes histológicos inteiros, tanto para 

imunoistoquímica, quanto para FISH. (Hedvat et al., 2002, Shergill e Arya, 2004, 

Shergill et al., 2004, Poulsen et al., 2005). 

A reação de imunoistoquímica dos casos de linfoma secundário em 

osso (metastáticos) foi realizada em cortes histológicos dos blocos originais. A 

pouca representação dos linfomas, obtidos a partir de biópsias de agulha fina e a 

dificuldade na seleção das áreas do TMA favoreceram a escolha deste método. 

Para a construção do TMA foram selecionadas nas biópsias de LOP, 

três áreas com maior representatividade tumoral, foram evitadas áreas com 

necrose e de tecido ósseo maduro. Nas biópsias de linfoma nodal foram 

selecionadas duas áreas representativas. Em seguida foram feitas marcações 

circulares com tinta azul nas áreas selecionadas dos blocos e lâminas, tendo-se o 

cuidado de verificar se as duas marcações eram correspondentes. Os blocos das 

biópsias originais foram denominados de blocos doadores e o bloco onde foi 

construído o TMA foi denominado de receptor ou bloco mãe. Uma planilha foi 

construída com as biópsias de LOP e linfoma nodal sendo agrupadas e ordenadas 

de acordo com a instituição de origem e número da biópsia. 
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Foi utilizado na confecção do TMA3 o aparelho de precisão da Beecher 

Instruments Microarray Technology (Beecher Instruments, Inc, Sun Prairie, WI, 

USA). Durante a confecção do TMA foi utilizada agulha com 0,6m de diâmetro 

interno acoplada a eixo milimetrado. O primeiro furo no bloco receptor foi de 

acordo com a ordem estabelecida na planilha original. Após a retirada do cilindro 

de parafina do bloco receptor, perfurou-se o primeiro bloco doador nas áreas 

previamente marcadas, obtendo-se o cilindro de tecido tumoral dentro da agulha. 

O tecido foi implantado na respectiva cavidade do bloco receptor. Este 

procedimento foi repetido sucessivamente em todos os blocos de linfoma ósseo e 

nodal. 

Ao final, foram construídos cinco blocos receptores, um bloco com 

casos do Brasil, contendo as 44 amostras de LOP e 46 de linfoma nodal e quatro 

blocos da França, contendo as 32 amostras de LOP. O primeiro cilindro de tecido 

hepático normal serviu como orientação para o correto posicionamento do TMA 

durante a leitura microscópica. Nos blocos confeccionados em Toulouse, França 

foram adicionados cilindros de amígdalas normais para controle positivo das 

reações imunoistoquímicas e sondas utilizadas no método de FISH. O bloco 

receptor foi cortado em micrótomo rotativo para blocos histológicos parafinados. 

Os cortes histológicos obtidos foram colados em fita adesiva especial. 

Os cortes histológicos de cinco micrômetros que foram aderidos à fita 

adesiva e obtidos em 100 níveis diferentes com distância de 10 micrômetros entre 

si, foram numerados e colados sobre lâminas especiais eletricamente carregadas. 

Os cortes foram tratados com luz ultravioleta e solvente químico para descolarem 

as fitas adesivas e apenas os cortes histológicos permaneceram nas lâminas, 

sendo recobertos em seguida com parafina e armazenados em “freezer” para 

conservação. 

                                                 
3 Gugelmin, E S. Tumores do plexo coróide: novas perspectivas após revisão histopatológica e estudo 
imunoistoquímico através da técnica de tissue microarray (TMA) de 36 carcinomas e 8 papilomas em 
crianças. Local: UFRP, 2005, 279p. Tese de doutorado, Curitiba, 2005. 



Cortes em três níveis do bloco de TMA (níveis 40, 60 e 86) foram 

corados em HE para demonstração da qualidade das amostras dos linfomas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1- Aparelho de tissue microarray (TMA) da Beecher Instruments Microarray 

Technology, demonstrando bloco receptor posicionado ao lado do bloco 

doador (Departamento de Patologia - Hospital AC Camargo) 

 

3.3.1- Método de leitura das lâminas de TMA 

As leituras das reações imunoistoquímicas foram realizadas pelos 

pesquisadores patologistas participantes do trabalho. A leitura sempre se iniciou 

com lâmina posicionada à esquerda do observador, onde existia fragmento de 

tecido hepático que demarcava o começo do TMA. 

As planilhas com as amostras selecionadas facilitaram a leitura do 

TMA. A expressão de todos os anticorpos analisados foi baseada a partir da 

percentagem de células linfomatosas coradas pelo anticorpo (Foucar, 2002,  

Hans et al., 2004, Shergill et al., 2004, Lossos e Morgensztern, 2006): 
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• Igual ou acima de 10% foi considerado positivo  

• Menor de 10% foi considerado negativo 

O marcador de proliferação celular Ki-67 foi avaliado 

semiquantitativamente quanto à porcentagem de células coradas, após a leitura 

no microscópio óptico, não se utilizou programa de computação específico para 

quantificar imunoexpressão do anticorpo. Foram classificados como de índice 

elevado, os tumores que expressaram o anticorpo igual ou acima de 50% das 

células e de índice moderado os tumores com expressão em menos de 50% das 

células (Nicolaides et al., 1998). Os anticorpos relacionados com as células 

imunes infiltrantes foram avaliados semiquantitativamente em relação à 

porcentagem de linfócitos reacionais presentes que expressaram os anticorpos. 

Para estes anticorpos, se mais de uma amostra foi analisada no TMA, o valor mais 

alto de percentagem foi valorizado (Foucar, 2002, Hedvat et al., 2002,  

Dabbs, 2006). Células não tumorais que expressavam o anticorpo analisado foram 

utilizadas como controle interno positivo da reação. 

Amostras não interpretáveis: não foram avaliadas as amostras com 

perda acentuada do tecido tumoral, amostras com artefatos técnicos, amostras 

com representação de tecido não tumoral e amostras contendo artefatos 

decorrentes de excesso de fundo da imunocoloração ou com imunomarcação fora 

do padrão reconhecido na literatura e pelos fabricantes. Pesquisadores da área 

consideram aceitáveis a não representação de até 30% dos casos em cada lâmina 

de TMA (Hsu et al., 2002, Milanes-Yearsley et al., 2002, Hans et al., 2004). 

 

3.4- Análise da hibridização in situ fluorescente (FISH, do inglês 

fluorescence in situ hybridization) 

Foram utilizadas duas sondas de dupla fusão (dual fusion): LSI 

IGH/BCL2 e LSI IGH/CCND1 Dual Color, Dual Fusion Translocation Probes 

(Vysis, Abbott Molecular Inc., Des Plaines, USA) e quatro sondas de dissociação 
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(break-apart): LSI BCL-6 Dual Color Break Apart Rearrangement Probe (Vysis); 

PAX5 DNA FISH Probe, Split Signa (Dako Cytomation, Denmark, USA), ALK DNA 

FISH Probe, Split Signal (Dako), c-MYC DNA FISH Probe, Split Signal (Dako). A 

técnica de FISH foi realizada igualmente sobre cortes de 5 µm do TMA contendo 

os casos de LOP, segundo protocolo fornecido pelos fabricantes das sondas. A 

técnica de FISH foi inteiramente realizada no Laboratoire d'Anatomie 

Pathologique, Centre Hospitalier Universitarie (CHU Purpan). 

Resumindo o protocolo: as lâminas de TMA do Brasil e da França foram 

submetidas a um pré-tratamento com solução de 2XSSC (NaCl / citrato de sódio) 

e desidratadas em uma bateria de álcoois 70%, 80% e 100% à temperatura 

ambiente. Para desnaturação, as lâminas foram colocadas em uma solução de 

70% formamida/ 30% 2XSSC (pH 7.0) aquecida a 73ºC por cinco minutos. A 

sonda desnaturada simultaneamente foi aplicada sobre as lâminas, cobertas com 

lamínula e colocadas, em câmara úmida e no escuro, em estufa a 37ºC por, no 

mínimo, seis horas ou, preferencialmente, “overnight”. Após esse período, as 

lâminas foram lavadas em uma seqüência de três banhos de formamida e 2XSSC 

a 45ºC por dez minutos e, por cinco minutos, na solução de 2XSSC e NP 40%. No 

momento da análise, as lâminas foram coradas com 10uL de DAPI II (Vysis, Inc.) 

e cobertas com lamínula. 

 

3.5- Interpretação dos achados do FISH 

Os sinais de FISH foram analisados, utilizando-se o microscópio de 

fluorescência Zeiss modelo Axioplan dois (Karl Zeiss, Inc., Thornwood, NY, USA), 

equipado com objetiva 100x. A sonda hibridizada foi visualizada com os 

fluocromos: DAPI (contracoloração), FITC, spectrum orange ™ (Vysis). As 

imagens foram capturadas e processadas pelo software Ikaro & Isis versão 5.0 

(Metasystems, Altussheim, Germany). Uma pontuação de, no mínimo, 50 núcleos 

com sinais foi estabelecida para convalidar os resultados em cada caso de LOP. 
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Nas sondas do tipo “break-apart” foi utilizado um sistema de corte 

reproduzível e devidamente legitimado em outros estudos. Este sistema avalia a 

distância entre os sinais verdes e vermelhos dos genes estudados; aqueles com 

distância menor ou igual ao tamanho de um sinal ou fusionados, produzindo cor 

amarela foram considerados normais; aqueles com distância maior ou acima do 

tamanho de um sinal foram considerados positivos para a translocação  

(Cook, 2004, Ventura et al., 2006). 

Na sonda tipo “dual-fusion”, a presença de dois sinais, verde e 

vermelho, fusionados ou com distância menor do tamanho de um sinal foi 

considerada como resultado positivo. O ponto de corte utilizado, em todos os 

casos, foi de 10% dos núcleos com sinais exibindo translocação e foi previamente 

estabelecido em outros trabalhos, utilizando material em parafina com TMA  

(Cook, 2004). Casos com sinais duvidosos, ausentes e com artefatos decorrentes 

da fixação e descalcificação do material foram excluídos. 
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Figura 2- Sonda do tipo “dual-fusion”, demonstrando cromossomo normal e com 

translocação recíproca. Acima, observam-se dois sinais verdes e dois 

vermelhos separados (splits) em uma célula não neoplásica e as 

sondas ligando-se nos respectivos loci nos cromossomos não 

translocados. Abaixo, observam-se dois sinais amarelos (verde e 

vermelho justapostos) que correspondem aos fragmentos que foram 

trocados, dando origem aos novos cromossomos “derivados” e o alelo 

normal com sinal verde e vermelho separado (Cook, 2004). 
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Figura 3- Sonda do tipo “break-apart”, demonstrando cromossomo normal e com 

translocação recíproca. Acima, observam-se dois sinais verdes e dois 

vermelhos justapostos, produzindo dois sinais amarelos em uma célula 

normal e as sondas ligando-se nas regiões adjacentes logo acima e 

abaixo dos respectivos loci nos cromossomos. Abaixo, observam-se 

dois sinais (um verde e um vermelho), produzindo split, correspondendo 

aos fragmentos que foram trocados e alelo normal com sinal amarelo 

(Cook, 2004). 

 

3.6- Aspectos éticos 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual de Campinas, sob 

protocolo número 492/2003 de 20 de Abril de 2004. 
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3.7- Metodologia estatística 

Foi utilizado o estimulador de Kaplan-Meier para as curvas de sobrevida 

(tempo até a ocorrência do óbito) considerando-se como evento a categoria morto 

pelo linfoma ou suas complicações. Para comparar a sobrevida de cada grupo 

utilizou-se o teste “log-rank”. 

Para verificar se existia associação entre as variáveis categóricas, foi 

utilizado o teste Qui-quadrado. Quando os valores esperados foram menores que 

cinco, utilizou-se o teste Exato de Fisher. O nível de significância adotado foi de 

5%, ou seja, p-valor≤ 0,05. 
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4.1- Resultados epidemiológicos 

a. LOP: nos 44 casos do Brasil, a faixa etária variou de 14 a 90 anos e 

a média de idade observada foi de 46 anos, 45% (20/44) foram do sexo feminino e 

54% (24/44) do sexo masculino. Não ocorreram sintomas B (febre, sudorese, 

emagrecimento acima de 10% do peso) (Carbone et al., 1971). A análise da curva 

de sobrevida relacionando os pacientes acima (6/27) e abaixo (21/27) de 60 anos 

não demonstrou significância estatística. Abaixo observa-se a freqüência dos 

casos de LOP de acordo com o sítio envolvido. 
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Figura 4- Percentual da distribuição dos casos de linfoma ósseo primário de 

acordo com sítio 
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O estádio clínico de acordo com Sistema Ann Arbor (1993) revelou os 

seguintes resultados: 

• 56% (19/34) ESTÁDIO I E. 

• 12% (4/34) ESTÁDIO II E. 

• 3% (1/34) ESTÁDIO III E. 

• 29% (10/34) ESTÁDIO IV E. 

A análise estatística da curva de sobrevida, agrupando-se os estádios I 

e II com o estádio IV revelou significância estatística (P=0, 0245). O estádio com 

melhor tempo médio de vida e menor número de óbitos foi o estádio agrupado I+II. 

O tipo de tratamento constou em quimioterapia (74%, 28/38), 

radioterapia (55%, 21/38), cirurgia (26%, 10/38), transplante de medula óssea: 

(5%, 2/38). 

A média do seguimento dos pacientes foi de 42 meses; 81% (21/26) 

dos pacientes permaneceram vivos (16/21 sem doença e 5/21 com doença) e 19% 

(5/26) morreram pelo linfoma. Dezoito por cento (5/28) dos pacientes sofreram 

recidiva tumoral com tempo médio de sobrevida de 26 meses. 

b. LDGCB nodal: em 46 casos, a média de idade foi de 53 anos e 

variou de 20 a 79 anos; 61% (28/46) eram do sexo feminino e 39% (18/46) do 

sexo masculino. Cinqüenta e três por cento (24/45) dos pacientes evoluíram com 

sintomas B. Quarenta e nove por cento (22/45) dos pacientes foram incluídos no 

estádio clínico IV, 30% (13/45) no III e 22% (10/45) no I. A recidiva ocorreu em 

31% (14/45) dos pacientes e o tratamento mais utilizado foi quimioterapia (89%, 

41/46) seguido de transplante de medula óssea (16%, 7/43), radioterapia (15%, 

7/46) e cirurgia (2%, 1/46). 

c. LDGCB metastático para medula óssea: em 16 casos, a média de 

idade foi de 56 anos e a faixa etária variou de 23 a 77 anos. Cinqüenta e seis por 

cento (9/16) eram do sexo masculino e 44% (7/16) sexo feminino. Setenta e cinco 

por cento (12/16) dos pacientes evoluíram com sintomas B. Todos os pacientes se 
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apresentavam no estádio IV. A recidiva ocorreu em 25% (4/16) dos pacientes. 

Noventa e quatro por cento (15/16) dos pacientes foram submetidos à 

quimioterapia, 6% (1/16) à radioterapia, 6% (1/16) ao transplante de medula óssea 

e 6% (1/16) à cirurgia. 

 

4.2- Revisão histopatológica e imunofenotipagem da linhagem B 

Todos os exemplares (grupos LOP, nodal e metastático) foram revistos 

e classificados como LDGCB a partir da análise morfológica em HE e 

imunofenotipagem com CD20, CD3 e Ki 67. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5- Llinfoma ósseo primário, infiltrando tecido ósseo trabecular (HE, 40X) 
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Figura 6- Linfoma ósseo primário, demonstrando padrão difuso de grandes 

células. Observam-se células tumorais de padrão centroblástico, 

volumosas, irregulares e com núcleo vesicular (HE, 100X) 

 

4.3- Resultados do estudo imunoistoquímico 

4.3.1- Moléculas de adesão 

• CD29: oitenta e um por cento dos casos de LOP foram avaliados 

(36/44). Seis por cento (2/36) dos casos de LOP foram positivos e 94% (34/36) 

negativos, 18% (8/44). Os linfomas nodais não demonstraram expressão dessa 

molécula. Vinte e cinco por cento (4/16) dos metastáticos foram positivos e 75% 

negativos (12/16) (P= 0, 0024) (Figura 7). 

A análise da sobrevida demonstrou relação entre os grupos que não 

expressaram CD29: LOP e metastático (P= 0, 0040), metastático e nodal (P= 0, 

0104). A menor sobrevida ocorreu no grupo metastático e a melhor nos grupos 

LOP e nodal negativos (Figura 8). 
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Figura 7- Percentual da expressão do CD29 nos dois grupos (LOP, metastático) 

de linfoma difuso de grandes células B 
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Figura 8- Curva de sobrevida, demonstrando a relação da expressão da molécula 

CD29 com a sobrevida nos três grupos de linfoma difuso de grandes 

células B (ND: nodal, MO: metastático, LOP) 

 

• CD62L: noventa e três por cento (41/44) dos casos de LOP foram 

avaliados. A expressão desta proteína nos três grupos de linfomas foi negativa. A 

análise da sobrevida demonstrou significância entre os grupos LOP negativo e 

metastático negativo (P= 0, 0021) com menor sobrevida neste último grupo e 

melhor no grupo LOP negativo (Figura 9). 
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Figura 9- Curva de sobrevida, demonstrando a relação da expressão da molécula 

CD62L com a sobrevida nos três grupos de linfoma difuso de grandes 

células B (ND: nodal, MO: metastático, LOP) 

 

• CD44: sessenta e um por cento (27/44) dos casos de LOP foram 

avaliados. Cinqüenta e seis por cento (15/27) foram positivos e 44% (12/27) 

negativos. Noventa e oito por cento dos casos de linfoma nodal foram avaliados. 

Sessenta e sete por cento (30/45) dos casos foram positivos e 33% (15/45) foram 

negativos. Oitenta e um por cento (13/16) foram positivos do grupo metastático e 

18% (3/16) negativos (Figura 11). A análise da sobrevida não demonstrou 

significância estatística entre os grupos. A menor sobrevida observada foi no 

grupo metastático positivo, enquanto o grupo LOP negativo demonstrou melhor 

sobrevida (Figura 12). 
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Figura 10- Imunoexpressão do CD44 na membrana citoplasmática das células de 

linfoma ósseo primário (100X) 
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Figura 11- Percentual da expressão do CD44 nos três grupos de linfoma difuso de 

grandes células B 
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Figura 12- Curva de sobrevida, demonstrando a relação da expressão da 

molécula CD44 com a sobrevida nos três grupos de linfoma difuso de 

grandes células B (ND: nodal, MO: metastático, LOP) 

 

• CD51: noventa e três por cento (41/44) dos casos de LOP foram 

avaliados. A expressão do CD51 foi negativa no grupo LOP (0/41). Dois por cento 

(1/46) dos casos de linfoma nodal foram positivos e 98% (45/46) negativos. 

Quarenta e quatro por cento (7/16) dos casos do grupo metastático foram 

positivos e 56% (9/16) negativos (P= 0, 0001) (Figura 13). Na análise da sobrevida 

ocorreu significância estatística nos grupos que não expressaram a molécula 

CD51, grupos LOP e metastático (P= 0, 0137), metastático e nodal (P= 0, 0310). A 

menor sobrevida ocorreu no grupo metastático negativo. Os grupos LOP e nodal 

que foram negativos demonstraram melhor sobrevida (Figura 14). 
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Figura 13- Percentual da expressão do CD51 nos grupos de linfoma difuso de 

grandes células B 
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Figura 14- Curva de sobrevida, demonstrando a relação da expressão da 

molécula CD51 com a sobrevida nos três grupos de linfoma difuso 

de grandes células B (ND: nodal, MO: metastático, LOP) 

 

4.3.2- Moléculas de apoptose e reguladoras do ciclo celular 

• Bax: oitenta e seis por cento (38/44) dos casos de LOP foram 

avaliados. Trinta e dois por cento dos casos (18/38) foram positivos e 68% (26/36) 

foram negativos. No grupo nodal, 43% (20/46) positivos e 56% (26/46) foram 

negativos. No grupo metastático, 87% (14/16) positivos e 12% (2/16) foram 

negativos, (P=0, 0017) (Figura 16). 

Na análise da sobrevida, ocorreu significância estatística entre o grupo 

LOP negativo e os grupos LOP positivo (P= 0, 0288), metastático positivo (P= 0, 

0003) e nodal negativo (P=0,0193). Entre o grupo metastático positivo e o grupo 
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nodal negativo (P= 0, 0468) e nodal positivo (P= 0, 0368). O grupo LOP negativo 

demonstrou melhor sobrevida enquanto que o grupo metastático positivo a pior 

sobrevida (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15- Imunoexpressão da proteína Bax no citoplasma das células de linfoma 

ósseo primário (100X) 
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Figura 16- Percentual da expressão da proteína Bax nos grupos de linfoma difuso 

de grandes células B 
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Figura 17- Curva de sobrevida, demonstrando a relação da expressão da 

molécula bax com a sobrevida nos três grupos de linfoma difuso de 

grandes células B (ND: nodal, MO: metastático, LOP) 

 

• p21 (WAF-1): noventa e sete por cento (43/44) dos casos de LOP 

foram avaliados. Trinta por cento (13/43) foram positivos e 70% (30/43) foram 

negativos. No grupo nodal, 22% (10/46) positivos e 78% (36/46) foram negativos. 

No grupo metastático, 31% (5/16) positivos e 69% (11/16) foram negativos  

(Figura 19). Na análise da sobrevida, ocorreu significância estatística entre o 

grupo LOP negativo e os grupos LOP positivo (P= 0, 0372), metastático negativo 

(P= 0, 0010) e metastático positivo (P= 0, 0145), entre o grupo metastático 

negativo e nodal positivo (P= 0, 0121). O grupo com melhor sobrevida foi LOP 

negativo e o com pior foi metastático negativo (Figura 20). 

 



 

 

 

 

 

 

 

Figura 18- Imunoexpressão com padrão nuclear da proteína p21 nas células do 

linfoma ósseo primário (100X) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

WAF1

70

30

78

22

31

69

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

GRUPOS

P
O

R
C

E
N

T
A

G
E

M

LOP POSITIVO LOP NEGATIVO

NODAL POSITIVO NODAL NEGATIVO

METASTÁTICO POSITIVO METASTÁTICO NEGATIVO

Figura 19- Percentual da expressão do p21 (WAF1) nos grupos de linfoma difuso 

de grandes células B 
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Figura 20- Curva de sobrevida, demonstrando a relação da expressão da 

molécula p21 com a sobrevida nos três grupos de linfoma difuso de 

grandes células B (ND: nodal, MO: metastático, LOP) 

 

• Bcl-6: setenta e um por cento (54/76) dos casos de LOP foram 

avaliados. Sessenta e sete por cento (36/54) foram positivos e 33% (18/54) 

negativos. No grupo nodal, 95% (44/46) dos casos foram avaliados. Oitenta e sete 

por cento (38/44) foram positivos e 14 (6/44) negativos (Figura 22). O grupo 

metastático não foi analisado. Na análise da sobrevida não ocorreu significância 

entre os grupos. A melhor sobrevida ocorreu no grupo LOP negativo e a pior no 

grupo nodal negativo (Figura 23). 
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Figura 21- Imunoexpressão de padrão nuclear da proteína Bcl-6 nas células do 

linfoma ósseo primário (100X) 
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Figura 22- Percentual da expressão do Bcl-6 nos grupos de linfoma difuso de 

grandes células B 
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Figura 23- Curva de sobrevida, demonstrando a relação da expressão da 

molécula Bcl-6 com a sobrevida nos três grupos de linfoma difuso 

de grandes células B (ND: nodal, MO: metastático, LOP) 

• Bcl-2: oitenta e três por cento (63/76) dos casos de LOP foram 

avaliados. Setenta e nove por cento (49/63) foram positivos e 22% (14/63) 

negativos. No grupo nodal, 98% (45/46) foram avaliados. Noventa e um por cento 

(41/45) foram positivos e 9% (4/45) negativos (Figura 25). O grupo metastático 

não foi analisado. Na análise da sobrevida não ocorreu significância estatística 

entre os grupos analisados e expressão do Bcl-2. A melhor sobrevida ocorreu no 

grupo nodal negativo e a pior nos grupos nodal e LOP positivos (Figura 26). 
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Figura 24- Imunoexpressão de padrão citoplasmático da proteína Bcl-2 nas 

células do linfoma ósseo primário (100X) 
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Figura 25- Percentual da expressão do Bcl-2 nos grupos de linfoma difuso de 

grandes células B  
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Figura 26- Curva de sobrevida, demonstrando a relação da expressão da 

molécula Bcl-2 com a sobrevida nos três grupos de linfoma difuso de 

grandes células B (ND: nodal, MO: metastático, LOP) 

 

• P53: noventa e três por cento (42/44) dos casos de LOP foram 

avaliados. Noventa por cento (38/42) foram positivos e 10% (4/42) negativos. No 

grupo nodal, 4% (2/46) foram negativos e 96% (44/46) positivos. No grupo 

metastático, 31% (5/16) foram negativos e 69% (11/16) positivos (P= 0, 0246) 

(figura 28). Na análise da sobrevida ocorreu significância estatística entre os 

grupos LOP e metastático positivos (P= 0, 0077) e entre os grupos metastáticos e 

nodais positivos (P= 0, 0101) a expressão do P53. A melhor sobrevida ocorreu no 

grupo LOP positivo e a pior no grupo metastático positivo (Figura 29). 
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Figura 27- Imunoexpressão de padrão nuclear da proteína p53 nas células do 

linfoma ósseo primário (100X) 
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Figura 28- Percentual da expressão do p53 nos grupos de linfoma difuso de 

grandes células B 
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Figura 29- Curva de sobrevida, demonstrando a relação da expressão da 

molécula p53 com a sobrevida nos três grupos de linfoma difuso de 

grandes células B (ND: nodal, MO: metastático, LOP) 

 

• RB 358 (pRB): setenta e três por cento  (32/44) dos casos de LOP 

foram positivos e 27% (12/44) negativos. No grupo nodal, 98% (45/46) positivos e 

2% (1/46) negativos. No grupo metastático, 69% (11/16) foram positivos e 31% 

(5/16) negativos, (P= 0, 0001) (Figura 31). Na análise da sobrevida ocorreu 

significância estatística entre os grupos LOP e metastático positivos (P= 0, 0023), 

entre os grupos metastático e nodal positivos (P=0, 0118) e a expressão do 

RB358. A melhor sobrevida ocorreu no grupo LOP positivo e a pior no grupo 

metastático positivo (Figura 32). 
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Figura 30- Imunoexpressão de padrão nuclear da proteína pRB nas células do 

linfoma ósseo primário (40X) 
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Figura 31- Percentual de expressão do WAF-1 (pRB) nos grupos de linfoma 

difuso de grandes células B 
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Figura 32- Curva de sobrevida, demonstrando a relação da expressão da 

molécula pRB com a sobrevida nos três grupos de linfoma difuso de 

grandes células B (ND: nodal, MO: metastático, LOP) 

 

• Relação p53/p21: expressaram simultaneamente p53 e p21, 28% 

(6/21) dos casos de LOP, 48% (10/21) do grupo nodal e 24% (5/21) no grupo 

metastático. Na análise da sobrevida não ocorreu significância estatística entre os 

grupos. A melhor sobrevida ocorreu no grupo nodal e a pior no grupo metastático. 

Não ocorreram casos positivos para p53 e negativos para p21. 

 

Resultados 

100



Tabela 1- Percentual de casos que expressaram moléculas de adesão, apoptose 

e regulação do ciclo celular nos três grupos linfoma difuso de grandes 

células B 

Marcador LOP NODAL MT P 

Adesão 

CD29 6% 0 25% 0, 0024 

CD62L 0 0 0 NA 

CD44 56% 67% 81% NS 

CD51 0 2% 44% 0, 001 

Apoptose 

Bax 32% 43% 87% 0, 0017 

p21 30 22% 31% NS 

Bcl-6 67% 87% NA NS 

Bcl-2 79% 91% NA NS 

P53 90% 96% 69% 0, 0246 

pRB 73% 98% 69% 0, 0001 

NS: não significante, NA: não avaliável; LOP: linfoma ósseo primário, NODAL: linfoma 

nodal; MT: metastático. 

 

4.3.3- Classificação molecular nos subgrupos CG e pós-CG 

Baseado na leitura do TMA, no grupo LOP, 66% (45/68) foram 

classificados como CG e 34% (23/68) pós-CG. No grupo nodal, 31% (14/45) foram 

CG e 69% (31/45) pós-CG. Nove amostras não foram classificadas em virtude da 

expressão do anticorpo ser não avaliável (Figura 33). 

Observou-se no grupo LOP CG, 4% (2/45) expressaram CD10 isolado, 

7% (3/45) expressaram BCL-6 isoladamente; 9% (4/45) expressaram 

simultaneamente CD10 / BCL-6,9% (4/45) expressaram simultaneamente  

CD10 / MUM1 e 38% (17/45) expressaram simultaneamente CD10 /BLC6 / MUM1. 

A expressão do Bcl-6 não foi avaliável em 2% (1/45), MUM-1 em 15,5 (7/45) e  

MUM-1 / Bcl-6 em 15,5% (7/45) das amostras. 
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No grupo LOP pós-CG, 39% (9/23) expressaram simultaneamente 

MUM1 / BCL-6; 30% (7/23) com expressão isolada de MUM1 e 26% (6/23) com 

expressão negativa para todos os antígenos. Em 4% (1/23) dos casos a 

expressão do Bcl-6 foi não avaliável. 

No grupo nodal CG, constatou-se que 50% (7/14) expressaram 

simultaneamente CD10 / Bcl-6 / MUM-1, 14% (2/14) expressaram 

simultaneamente CD10 / Bcl-6, 7% (1/14) expressaram simultaneamente  

MUM-1 / CD10 e 21% (3/14) expressaram Bcl-6 isolado. Em 7% (1/14) dos casos, 

a expressão do Bcl-6 não foi avaliável. Não ocorreu expressão de CD10 isolado. 

No grupo nodal pós-CG, 84% (26/31) expressaram simultaneamente 

MUM-1 / Bcl-6 e 16% (5/31) expressaram MUM-1 isolado. Não ocorreram casos 

com expressão negativa para todos os anticorpos nem casos incompletos. Na 

análise da sobrevida não ocorreu significância estatística entre os grupos em 

relação à classificação CG e pós-CG. A melhor sobrevida ocorreu no grupo LOP 

pós-CG e a pior no grupo nodal pós-CG (Figura 34). 
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Figura 33- Percentual dos subgrupos centro germinativo e pós-centro germinativo 

nos linfomas ósseos primários e nodais 
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Figura 34- Curva de sobrevida, demonstrando a relação dos grupos centro 

germinativo / pós-centro germinativo com a sobrevida nos três 

grupos de linfoma difuso de grandes células B (ND: nodal, MO: 

metastático, LOP) 

 

• Expressão dos anticorpos por grupo 

a) Bcl-6: os resultados da expressão dessa molécula já foram descritos 

anteriormente em moléculas de apoptose e sua análise foi restrita aos grupos LOP 

e nodal. 

b) MUM-1: trinta e dois por cento (19/59) dos casos de LOP foram 

negativos e 68% (40/59) positivos. No grupo nodal, 13% (6/46) foram negativos e 

89% (40/46) positivos. No grupo metastático, 56% (9/16) foram negativos e 44% 

(7/16) positivos, (P= 0, 0075). 

c) CD10: quarenta e seis por cento (32/69) dos casos de LOP foram 

negativos e 54% (37/69) positivos. No grupo nodal, 76% (35/46) foram negativos e 

24% (11/46) positivos. No grupo metastático, 94% (15/16) foram negativos e 6% 

(1/16) positivos, (P= 0, 0023). 

TEMPO

3002001000

P
ro

ba
bi

lid
ad

e 
ac

um
ul

ad
a

1,0

,8

,6

,4

,2

,0

Grupo

ND_NGC

ND_GC

LOP_NGC

LOP_GC



 

 

 

 

 

 

 

Figura 35- Linfoma ósseo primário, subgrupo centro germinativo, demonstrando 

imunoexpressão na membrana citoplasmática do CD10 das células 

linfomatosas (100X) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36- Linfoma ósseo primário do subgrupo pós-centro germinativo 

demonstrando imunoexpressão de padrão nuclear do MUM1 (100X) 
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4.3.4- Índice de proliferação celular 

• KI 67: oitenta e três por cento (63/76) dos casos de LOP foram 

avaliados. 56% (35/63) dos casos de LOP demonstraram índice mitótico menor 

que 50% e 44% (28/63) demonstraram índice mitótico igual ou acima de 50%. No 

grupo nodal, 41% (19/46) dos casos demonstraram índice mitótico menor que 50% 

e 59% (27/46) demonstraram índice mitótico igual ou acima de 50%. No grupo 

metastático, 29% (2/7) dos casos demonstraram índice mitótico menor que 50% e 

71% (4/7) demonstraram índice mitótico igual ou acima de 50%. 

 

4.3.5- Imunofenotipagem 

• CD20: noventa e três por cento (71/76) dos casos de LOP foram 

avaliados. Noventa e nove por cento dos casos (70/71) foram positivos e 1% 

(1/71) foram negativos. No grupo nodal, todos os 46 casos foram positivos. No 

grupo metastático, 6% (1/16) foram negativos e 94% (15/16) positivos (Figura 38). 

• CD30: sessenta e seis por cento (29/44) dos casos de LOP foram 

avaliados 62% (18/29) dos casos de LOP foram negativos e 38% (11/29) positivos. 

No grupo nodal, 65% (30/40) foram negativos e 35% (10/40) positivos. No grupo 

metastático, 88% (14/16) foram negativos e 12% (2/16) positivos. 

• PAX5: noventa e três por cento dos casos de LOP foram avaliados. 

Oitenta e três por cento (35/42) foram positivos e 17% (7/42) foram negativos. No 

grupo nodal, 86% (40/46) positivos e 14% (6/46) foram negativos. O grupo 

metastático não foi analisado. 

• BOB1: noventa e três por cento (71/76) dos casos de LOP foram 

avaliados. Noventa e seis (67/71) foram positivos e 4% (3/71) foram negativos. No 

grupo nodal, todos os 46 casos foram positivos (Figura 37). O grupo metastático 

não foi analisado. 
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• Kappa: noventa e sete por cento (43/44) dos casos de LOP foram 

avaliados. Sete por cento (3/43) foram positivos e 93% (40/43) foram negativos. 

No grupo nodal, 80% (37/46) foram negativos e 20% (9/46) positivos. No grupo 

metastático, 69% (11/16) foram negativos e 31% (5/16) positivos. 

• Lambda: oitenta e dois por cento (36/44) dos casos de LOP foram 

negativos e 18% (8/44) positivos. No grupo nodal, 93% (43/46) foram negativos e 

7% (3/46) positivos. No grupo metastático, 75% (12/16) foram negativos e 25% 

(4/16) positivos. 

• SP4: setenta e oito por cento (59/76) dos casos de LOP foram 

avaliados. Cinco por cento (3/59) foram positivos e 95% (56/59) foram negativos. 

No grupo nodal, 87% (39/45) foram negativos e 13% (6/45) positivos. O grupo 

metastático não foi analisado. 

• CD99: setenta por cento (31/44) dos casos de LOP foram avaliados. 

Dez por cento (3/31) foram positivos e 90% (28/31) foram negativos. No grupo 

nodal, 87% (39/45) foram negativos e 13% (6/46) positivos. No grupo metastático, 

56% (9/16) foram negativos e 44% (7/16) positivos. 

• P63: noventa e sete por cento (43/44) dos casos de LOP foram 

avaliados. Doze por cento (5/43) positivos e 88% (38/43) foram negativos. No 

grupo nodal, 91% (42/46) foram negativos e 9% (4/46) positivos, (P= 0, 0382). No 

grupo metastático, 69% (11//16) foram negativos e 31% (5/16) positivos. 

• CD138: todos os casos de LOP e de nodal foram negativos. 

• CD38: oitenta e nove por cento (39/544) dos casos de LOP foram 

avaliados. Oito por cento (3/39) foram positivos e 92% (36/39) negativos e. No 

grupo nodal, 7% (3/46) foram positivos e 93% (43/46) negativos e. No grupo 

metastático, 50% (8/16) foram negativos e 50% (8/16) positivos. 
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Figura 37- Imunoexpressão do padrão nuclear da proteína BOB1 em linfoma 

ósseo primário (100x) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38- Imunoexpressão do padrão em membrana citoplasmática da molécula 

CD20 em linfoma ósseo primário (100x) 
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Tabela 2- Percentual da expressão dos marcadores de imunofenótipo nos três 

grupos de linfoma difuso de grandes células B 

Marcadores LOP NODAL META P 

CD20 99% 100% 71% 0, 0024 

PAX5 83% 86% NA NS 

BOB1 96% 100% NA NS 

CD30 38% 35% 12% NS 

CD99 10% 13% 44% 0, 0083 

KAPPA 7% 20% 31% NS 

LAMBDA 18% 7% 25% NS 

SP4 5% 13% NA 0, 0258 

CD38 8% 7% 50% 0, 0001 

CD138 0 0 NA NA 

P63 12% 9% 31% 0, 0382 

NS: não significante, NA: não avaliável; LOP: Linfoma ósseo primário, NODAL: Linfoma 

nodal; META: metástase. 

 

4.3.6- Subpopulações de células imunes infiltrantes 

• CD3: quarenta e seis por cento dos casos de LOP demonstraram 

infiltração leve (5% de linfócitos T CD3+ infiltrantes) e 43% com infiltração 

moderada (10-30% de linfócitos T CD3+ infiltrantes). No grupo nodal, 39% dos 

casos demonstraram infiltração leve (5% de linfócitos T CD3+ infiltrantes) e 50% 

com infiltração moderada (10-30% de linfócitos T CD3+ infiltrantes). 

• CD4: setenta e três por cento dos casos de LOP demonstraram 

infiltração leve (5% de linfócitos T CD4+ infiltrantes) e 19% com infiltração 

moderada (10-30% de linfócitos T CD4+ infiltrantes). No grupo nodal, 88% 

demonstraram infiltração leve (5% de linfócitos T CD4+ infiltrantes) e 9% com 

infiltração moderada (10-30% de linfócitos T CD4+ infiltrantes). 
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• CD5: setenta e seis por cento dos casos de LOP demonstraram 

infiltração leve (5% de linfócitos T CD5+ infiltrantes) e 19% com infiltração 

moderada (10-30% de linfócitos T CD5+ infiltrantes). No grupo nodal, 63% 

demonstraram infiltração leve (5% de linfócitos T CD5+ infiltrantes) e 37% com 

infiltração moderada (10-30% de linfócitos T CD5+ infiltrantes). 

• CD8: setenta por cento dos casos de LOP demonstraram infiltração 

leve (5% de linfócitos T CD8+ infiltrantes) e 29% com infiltração moderada (10-

30% de linfócitos T CD8+ infiltrantes). No grupo nodal, 56% demonstraram 

infiltração leve (5% de linfócitos T CD8+ infiltrantes) e 41% com infiltração 

moderada (10-30% de linfócitos T CD8+ infiltrantes). 

• CD57: noventa e sete por cento dos casos de LOP demonstraram 

infiltração leve (5% de linfócitos T/NK CD57+ infiltrantes) e 3% com infiltração 

moderada (10-30% de linfócitos T/NK CD57+ infiltrantes). No grupo nodal, 98% 

demonstraram infiltração leve (5% de linfócitos T/NK CD57+ infiltrantes) 2% com 

infiltração moderada (10-30% de linfócitos T/NK CD57+ infiltrantes). 

• CD68: trinta e nove por cento dos casos de LOP demonstraram 

infiltração leve (5% de macrófagos) e 50% com infiltração moderada (10-30% de 

macrófagos). No grupo nodal, 53% demonstraram infiltração leve (5% de 

macrófagos) e 47% com infiltração moderada (10-30% de macrófagos). 

• FOXP 3: noventa e sete por cento dos casos de LOP demonstraram 

infiltração leve (5% de linfócitos T reguladores FOXP 3+ infiltrantes) e 3% com 

infiltração moderada. No grupo nodal, 93% dos casos demonstraram infiltração 

leve (5% de linfócitos T reguladores FOXP 3+ infiltrantes) e 6% com infiltração 

moderada. 
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Figura 39- Linfócitos T infiltrantes, expressando as moléculas CD3 (20X) e CD4 

(100X) em amostras de linfoma ósseo primário 
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Figura 40- Linfócitos T infiltrantes expressando, as moléculas Foxp3 e CD8 

(100X) em amostras de linfoma ósseo primário 
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Tabela 3- Porcentagem de células imunes infiltrantes nos dois grupos de linfoma 

difuso de grandes células B (nodal e ósseo primário) 

GRUPO 0-5% 10-30% 40-80% 

CD3 LOP 49% 43% 8% 

CD3 NODAL 39% 50% 11% 

CD4 LOP 77% 19% 4% 

CD4 NODAL 88% 9% 3% 

CD5 LOP 79% 19% 2% 

CD5 NODAL 63% 37% 0% 

CD8 LOP 71% 26% 3% 

CD8 NODAL 57% 39% 4% 

CD57 LOP 97% 3% 0% 

CD57 NODAL 98% 2% 0% 

CD68 LOP 39% 57% 4% 

CD68 NODAL 53% 47% 0% 

FOXP 3 LOP 97% 3% 0% 

FOXP 3 NODAL 93% 7% 0% 

LOP: Linfoma ósseo primário, NODAL: Linfoma nodal 

 

4.4- Resultados da análise citogenética pelo FISH 

De um total de 62 casos, 30 foram desconsiderados por serem não 

avaliáveis e 32 convalidados pelo estudo de FISH. Foi destacada a presença da 

t(14;18)(q32;q21) em 28% (9/32) dos casos, o MYC sofreu rearranjo em 9% (3/32) 

dos casos e um caso exibiu rearranjo conjunto do MYC e BCL2. Não se observou 

distribuição peculiar das anormalidades genéticas entre os casos de LOP da 

França e do Brasil. A análise com as sondas BLC6, ALK, CCND1/IGH e PAX5 não 

demonstrou rearranjos nesses genes. 
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Quadro 7- Características clínicas e resultados das técnicas de hibridização in situ 

fluorescente (FISH) e imunoistoquímica (IHQ) nos 32 casos de linfoma 

ósseo primário 

CASO SEXO IDADE SÍTIO 
OSSEO 

FISH 
BCL2/IGH 

FISH 
BCL-6 

FISH 
MYC 

FISH 
PAX5 

FISH 
ALK 

FISH 
CCND1/IGH 

IHQ 
CD3 

IHQ 
CD20 

1    + - - - - - - + 

2 F 71 EA UNS UNS - UNS - - - + 

3 F 49 OUT - UNS - UNS UNS - - + 

4 M 65 EA + UNS UNS - - UNS - + 

5 F 68 EA + - UNS - - - - + 

6 F 62 EA - - UNS - - - - + 

7 M 44 OUT - - - - - - - + 

8 M 20 EA + - + - - - - + 

9 F 59 OL - - - - - - - + 

10 F 41 OL + - + - - - - + 

11 M 41 OUT + - - - - - - + 

12 F 56 OL - - - UNS UNS - - + 

13 F 38 OL - - UNS - - - - + 

14 M 34 OL + - - - - - - + 

15 M 22 OL + - - - - - - + 

16 F 22  - UNS - - UNS - - + 

17 F 36  - - - - - - - + 

18 M 27 OUT UNS - UNS UNS - - - + 

19 F  OUT - UNS - - UNS - - + 

20 M 40 ML UNS UNS UNS UNS - - - + 

21 M 61 ML - UNS UNS - UNS - - + 

22 M 47 ML - UNS - - - - - + 

23 M 46 OL - UNS UNS UNS UNS - - + 

24 M 65 OL - - - - UNS - - + 

25 M 28 OL - - UNS - - - - + 

26 M 57  UNS UNS - UNS UNS - - + 

27 M   - - UNS - UNS - - + 

28 F 72 OL - - - - - - - + 

29 M 43 ML + - - - - - - + 

30 F 61 OUT - UNS + - - UNS - + 

31 F 50 OUT - - - - - - - + 

32 F 46 OL - - - - - - - + 

M: masculino, F: feminino, OL: ossos longos, OUT: outros sítios, ML:múltiplos sítios, EA: esqueleto axial, 
UNS: insatisfatório, IHQ: - = negativo, += positivo. 
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Figura 41- Análise do gene Bcl2/IGH, utilizando FISH de interfase em dois 

casos de linfomas ósseos primários. Destaque para o sinal da 

sonda Bcl2/IGH dual-fusion, demonstrando aspecto característico de 

fusão dos sinais verde e vermelho na t(14;18)(q32;q21)  

(setas brancas) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42- Análise do MYC, utilizando FISH de interfase em caso de linfoma 

ósseo primário. Destaque para o sinal vermelho e verde (split) da 

sonda MYC break apart, demonstrando t(8; 14) (setas brancas) 
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4.5- Principais resultados 

− LOP é uma entidade patológica distinta dos demais linfomas nodais e 

extranodais. 

− As características clínico-evolutivas e de estadiamento analisadas 

nos 44 casos de LOP sugerem prognóstico favorável, quando 

comparada a outras formas nodais e extranodais. 

− O imunofenótipo B dos LOP demonstrou semelhanças com as 

formas nodais e ausência de diferenciação plasmocítica nos 44 

casos analisados. 

− O LOP apresentou, em mais da metade dos casos, padrão 

imunofenotípico característico de células B do centro germinativo. 

Este grupo parece estar associado à melhor evolução, quando 

comparado às outras formas de apresentação. 

− A expressão da maioria das moléculas de adesão foi negativa nos 

casos de LOP. 

− A expressão das moléculas de adesão provavelmente não possui 

relação prognóstica nos LOP. 

− LOP expressou, freqüentemente, proteínas relacionadas com 

apoptose e regulação do ciclo celular semelhante ao observado nas 

formas nodais, com exceção do p53 e Bax que estavam acima do 

observado na literatura. 

− Surpreendentemente, Bax relacionou-se com sobrevida inferior no 

LOP, enquanto o nodal demonstrou melhor evolução. 

− Bcl-2 e Bcl-6 demonstraram provável associação à sobrevida inferior 

no LOP e nodal, porém outros estudos são necessários para melhor 

caracterizar esta associação. 
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− Não se demonstrou valor prognóstico da expressão p53+/p21+ nos 

três grupos de linfoma. 

− A expressão do p53 nos LDGCB ósseos primários e nodais está mais 

relacionada com forma não mutante do P53. 

− A expressão do p21 parece ser fator prognóstico desfavorável nos 

LDGCB ósseos primários e nodais. 

− Provavelmente, os estádios avançados observados nos linfomas 

metastáticos modificaram negativamente as análises das curvas de 

sobrevida. 

− A expressão da pRB está relacionada com melhor sobrevida no 

LDGCB ósseo primário, comparando-se com o nodal. 

− Linfócitos T infiltrantes estão presentes no LDGCB ósseo primário e o 

padrão encontrado assemelha-se ao observado nas formas nodais. A 

quantidade e variedade de linfócitos T infiltrantes foram proporcionais 

nos dois grupos de linfomas. 

− O LDGCB ósseo primário, após análise do FISH, revelou rearranjos 

genéticos do BCL2 e MYC e, curiosamente, ausência de rearranjos 

do BCL6. 

− Com a melhor caracterização, pode-se deduzir que o LOP é singular 

diante das formas extranodais e revela algumas semelhanças 

patogenéticas com as formas nodais. 
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Neste trabalho, foram avaliados aspectos clínico-evolutivos, 

moleculares e imunofenotípicos em 76 casos de LDGCB ósseo primário em 

pacientes adultos com enfoque na expressão imunoistoquímica das principais 

moléculas relacionadas com prognóstico (adesão, apoptose e regulação do 

celular) e análise genética molecular das principais translocações envolvidas nos 

LNH. Foram avaliados os dados clínicos em 44 casos provenientes do Brasil. 

Observou-se discreta predominância no sexo masculino, semelhante a encontrada 

na maioria dos estudos de LOP, a idade média de 46 anos estava pouco acima 

das médias em outros trabalhos. O sítio mais acometido, em ossos longos, seguiu 

os resultados de outras séries, sendo o fêmur o osso mais lesado (Huebner-Chan 

et al., 2001, de Leval et al., 2003, Ramadan et al., 2007). 

Neste trabalho, os estádios IE (56%) e IVE (29%) foram os mais 

freqüentes e caracterizam respectivamente sítio ósseo único e múltiplos sítios 

ósseos. Trabalhos publicados por De Leval et al. (2003) e por Kitsoulis et al. 

(2006) diferiram um pouco dos nossos resultados, neles os estádios IE e IIE foram 

os mais constantes (de Leval et al., 2003, Kitsoulis et al., 2006). Horsman et al. 

(2006), descreveram que mais de 25% dos casos LOP encontravam-se no estádio 

IVE e demonstraram maior taxa de recorrência local (Horsman et al., 2006). Foi 

proposta por esse autor a tendência do LOP em se desenvolver e crescer no 

interior do tecido ósseo e acometer com menor freqüência os linfonodos  

(Gianelli et al., 2002, Horsman et al., 2006, Kitsoulis et al., 2006).  

Ramadan et al. (2007) observaram que os estádios IV e IIE exibiram evolução 

semelhante, diferentemente das formas nodais (Ramadan et al., 2007). Vários 

estudos clínicos comprovaram a boa sobrevida dos pacientes nos estádios IE, IIE 

e IVE, mas muitos fatores clínicos prognósticos continuam sendo pouco 

compreendidos e os resultados são controvertidos (Gianelli et al., 2002,  

Horsman et al., 2006, Kitsoulis et al., 2006). Nossos resultados demonstraram 

que, após análise entre os estádios agrupados I+II com o estádio IV, observou-se 

melhor sobrevida no grupo I+II com significância estatística. Este grupo 

apresentou menor número de óbitos e melhor tempo médio de vida, comprovando 
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melhor evolução nos estádios iniciais, de acordo com a literatura mundial  

(de Camargo et al., 2002, Kitsoulis et al., 2006). 

O seguimento dos 44 pacientes variou de 240 meses a cinco meses 

com média de 42 meses. Outros estudos demonstraram melhor média de 

sobrevida, variando de 80 a 51 meses enquanto em outros a média foi semelhante 

a nossa (Gianelli et al., 2002, de Leval et al., 2003, Horsman et al., 2006, Kitsoulis 

et al., 2006). A maioria dos pacientes permaneceu viva até o final do seguimento 

(81%) e o índice de recidiva tumoral foi baixo (18%). Nossos resultados foram 

semelhantes aos observados em outros trabalhos que confirmaram a evolução 

satisfatória dos pacientes portadores da doença (Gianelli et al., 2002,  

Beal et al., 2006, Horsman et al., 2006, Kitsoulis et al., 2006). O tempo médio de 

sobrevida dos casos de LOP com recidiva foi de 26 meses e, em apenas 25% 

ocorreu óbito, padrão considerado bom e esperado nos linfomas ósseos primários. 

Outro trabalho recente, analisando a sobrevida e fatores prognósticos 

no LOP, observou que a progressão ou recorrência da doença, especialmente em 

pacientes acima de 60 anos, condiciona a um pior prognóstico  

(Ramadan et al., 2007). Sintomas B foram ausentes nos 44 pacientes, pesquisa 

recente comprovou que a ausência destes sintomas na evolução do linfoma 

confere melhor prognóstico (Ramadan et al., 2007). Neste trabalho, obteve-se a 

idade na maioria dos casos, contudo os dados sobre evolução foram incompletos. 

Em cinco casos, com óbito pelo linfoma, a idade variou de 22 a 71 anos e dois 

casos apresentaram idade superior a 60 anos. A curva de sobrevida de acordo 

com idade não demonstrou significância estatística, contudo destacou-se 

tendência de melhor sobrevida no grupo etário abaixo dos 60 anos. 

A longa sobrevida e baixo índice de recidiva observados em vários 

estudos é uma característica que diferencia o LOP dos demais linfomas 

extranodais. Gianelli et al. (2002) concluíram que os linfomas ósseos primários 

são uma categoria heterogênea de linfomas extranodais com prognóstico 

favorável na maioria dos casos (Gianelli et al., 2002). A presença de fratura 

patológica e compressão medular pelo tumor são fatores que podem complicar 
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essa evolução (de Camargo et al., 2002, Gianelli et al., 2002, Beal et al., 2006, 

Kitsoulis et al., 2006). Ramadan et al. (2007) observaram que a presença de 

fratura patológica e compressão da medula espinhal não interferiram no 

prognóstico dos pacientes (Ramadan et al., 2007). 

Linfoma B difuso de grandes células (LDGCB) é considerado o linfoma 

mais comum em adultos e representa cerca de 40% dos linfomas não-Hodgkin no 

mundo ocidental e um dos mais freqüentes em países em desenvolvimento. Pode 

acometer desde crianças a idosos, contudo é mais prevalente neste último grupo. 

O comprometimento extranodal é mais freqüente do que nodal, mas envolvimento 

da medula óssea e leucemização são raros (Colomo et al., 2003, Neto, 2005, 

Staudt e Dave, 2005). Nas ultimas décadas, tem ocorrido aumento das formas 

extranodais, representando atualmente cerca de 1/3 a 1/4 dos casos de LDGCB 

(Lopez-Guillermo et al., 2005). 

A heterogeneidade deste grupo de linfomas é observada na sobrevida 

variável dos pacientes, nas diferentes anormalidades genéticas, aspectos clínicos, 

resposta ao tratamento e prognóstico, causando divergências na literatura 

(Colomo et al., 2003, Staudt e Dave, 2005). Vários trabalhos realizados nas 

últimas décadas confirmam essa variabilidade imunofenotípica, clínica e genética 

(Hans et al., 2004, Poulsen et al., 2005). 

Estudos de expressão gênica, utilizando cDNA microarray 

diferenciaram os LDGCB em dois subgrupos prognósticos: semelhante a células 

do centro germinativo (Vega, F. et al., 2005) e semelhante a células não-centro 

germinativo (pós-CG). Pacientes do subgrupo CG possuem melhor sobrevida total 

do que os do grupo pós-CG (Staudt e Dave, 2005). 

A análise epidemiológica nos 46 casos de LDGCB nodal demonstrou 

alguns resultados semelhantes aos da literatura e outros discordantes  

(Hans et al., 2004) A idade média observada foi de 53 anos (6°década de vida) 

semelhante à apresentada em outras séries. O sexo feminino foi o mais acometido 
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(61%), diferentemente de outros trabalhos publicados em que se verificou discreta 

predominância em homens (Jaffe et al., 2001, Hans et al., 2004). 

A análise do IPI (índice internacional de prognóstico), validado em 

vários estudos e utilizado como fator prognóstico em LNH, não foi efetivada devido 

à ausência dos pré-requisitos em vários casos de linfoma nodal e principalmente 

ósseo como, por exemplo: dosagem de desidrogenase lática (Neto, 2005). Os 

resultados de estadiamento mostraram-se próximos aos de outros trabalhos, os 

estádios IV e III foram os mais freqüentes em 49% e 30% dos pacientes, 

respectivamente. Confirmou-se também que esses estádios são os mais 

agressivos e propensos à recidiva precoce, nos pacientes com recidiva, 57% eram 

estádio IV e 29% estádio III (Fisher et al., 2004). 

A análise estatística demonstrou tempo médio de sobrevida nos casos 

recidivados de 48 meses, maior do que observado nos linfomas ósseos e elevado 

número de óbitos (43%) comparado ao LOP recidivado. Nossos dados confirmam 

os achados clínicos observados em outras pesquisas e indicam a relação do pior 

prognóstico com o estádio avançado e a recidiva. Vale a pena ressaltar que os 

estádios de LOP predominantes eram I e II, enquanto os nodais eram III e IV e 

todos os casos de linfomas metastáticos estavam no estádio IV. 

O grupo de LDGCB com envolvimento secundário da medula óssea 

(MO) denominado grupo metastático, com 16 casos, demonstrou variação na faixa 

etária e sexo semelhante às formas nodais. Este grupo nodal estava representado 

tanto por linfomas primários nodais quanto extranodais não de origem óssea. O 

envolvimento da MO nos LDGCB demonstra, em alguns estudos, variação de 17% 

a 33% dos casos (Chung et al., 2007). Campbell et al. (2006) observaram relação 

entre os LDGCB extranodais e a maior freqüência no envolvimento da MO. Este 

estudo refere que pacientes com envolvimento da MO possuem sobrevida 

semelhante à observada nos pacientes sem comprometimento da MO  

(Campbell et al., 2006). Nossos casos de LDGCB metastático associados à 

recidiva exibiram tempo médio de sobrevida de 30 meses inferior aos outros dois 

grupos (LOP e nodal) e maior número de óbitos nos três grupos (75%). 
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Neste trabalho, foram utilizados marcadores imunoistoquímicos com 

intuito de evidenciar e melhor caracterizar o imunofenótipo do LDGCB nos três 

grupos de linfomas. Esse estudo pormenorizado possibilitou confirmar origem B, o 

diagnóstico diferencial com outros linfomas de alto grau e observar algumas 

peculiaridades no LDGCB ósseo primário. 

A expressão do CD20 comumente observada em LDGCB pode estar 

perdida em casos com diferenciação plasmacítica (Jaffe et al., 2001). Neste 

trabalho, todos os casos nos três grupos analisados, demonstraram positividade 

para o CD20, confirmando a sua origem em linfócitos B. Outros panmarcadores 

para linfócitos B utilizados como o Bob 1, proteína transcriptional específica para 

linfócitos B e o PAX5, encontrado em todos os estágios de maturação dos 

linfócitos B, demonstraram resultados previsíveis e foram expressos na maioria 

dos LDGCB nodais e ósseos primários (Dabbs, 2006). 

A expressão negativa do CD138 e fraca dos CD38 e VS38c nos 

LDGCB nodais e ósseos não demonstraram diferenciação plasmocitária nos casos 

examinados. Nos casos metastáticos com padrão intersticial, a maior expressão 

do CD38 pode ter sido decorrente da presença de células pré-existentes como 

plasmócitos, linfócitos B reacionais e depósitos de imunoglobulina dispostos em 

meio às células linfomatosas da medula óssea e interpretados como falsos 

positivos nas células neoplásicas. Alguns casos de LOP que expressaram 

fracamente VS38c nas células tumorais estavam associados ao excesso de fundo 

decorrente dos artefatos técnicos de descalcificação. A expressão das cadeias 

leves de imunoglobulina Kappa e Lambda foram negativas na maioria dos casos 

de LDGCB (Jaffe et al., 2001, Dabbs, 2006). 

A escassa expressão da enzima ciclina D1 (SP4), nos LDGCB ósseos 

primários, demonstrou sua semelhança neste aspecto com os nodais. Essa 

proteína-quinase, reguladora do ciclo celular, raramente é expressa em 

plasmocitomas e a expressão citoplasmática observada em muitos LNH é 

considerada inespecífica e não se relaciona com a sua expressão no RNAm 

(Nakamura et al., 1997, Dabbs, 2006) O CD30 foi expresso nos três grupos com 
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freqüência variável de 12% a 38% dos casos e a intensidade de expressão foi 

pouco intensa e observada em pequeno número de células. A positividade para o 

CD30 pode ser observada em pequena proporção de células do LDGCB  

(Dabbs, 2006). 

CD99 geralmente é observado nos estágios iniciais do desenvolvimento 

do linfócito B, podendo ser expresso em linfomas/leucemias linfoblásticos, 

leucemias mielóides agudas e LNH de baixo grau. Sua expressão nos LDGCB 

ósseos primários e nodais foi escassa e pouco intensa. A medula óssea exibe 

subtipos de linfócitos normais positivos para o CD99, este dado poderia justificar a 

expressão positiva em 44% dos casos metastáticos ou, provavelmente, decorrente 

da coloração de fundo ocasionada pela ligação cruzada do anticorpo com outros 

antígenos teciduais (Ambros et al., 1991, Dabbs, 2006). 

CD5, marcador de linfócitos T, pode ser encontrado em linfomas do 

manto e leucemias crônicas. Sua expressão nos LDGCB delimita um subgrupo 

caracterizado por menor sobrevida, em aproximadamente, 10% dos casos  

(Wu e Keating, 2006). A análise do CD5 demonstrou positividade em apenas 5% 

(3/62) dos LDGCB ósseos primários e exclusivamente nas amostras provenientes 

da França. As amostras do Brasil foram negativas. A falta de dados evolutivos 

desses casos impediu sua correlação com a sobrevida. A expressão do CD3, 

panmarcador de linfócitos T, foi negativa em todos os casos analisados.  

A identificação dos dois principais subgrupos prognósticos de LDGCB, 

centro germinativo (Vega, F. et al., 2005) e não-centro germinativo (pós-CG) foram 

recentemente demonstrados em trabalho de Hans et al. (2004), utilizando três 

anticorpos (CD10, Bcl-6 e MUM1). O reconhecimento das moléculas com 

expressão no RNAm por estes anticorpos está freqüentemente relacionado com 

os subgrupos do LDGCB nas análises de cDNA microarray. A praticabilidade e 

sensibilidade deste método favorecem a sua utilização em material de TMA  

(Hans et al., 2004). No entanto, a utilidade deste método em identificar os dois 

subgrupos prognósticos tem sido debatida na literatura, trabalhos confirmaram sua 

utilidade enquanto outros não (De Paepe e De Wolf-Peeters, 2007). Neste 
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trabalho, optamos pelo método do algoritmo descrito por Hans et al. (2004) e 

obtivemos resultados satisfatórios que permitiram classificar os casos de LDGCB 

nodal e ósseo primário nos subgrupos CG e pós-CG. 

A classificação dos LDGCB do subgrupo CG foi determinada pela 

expressão dos anticorpos CD10 e Bcl-6. O CD10 é uma endopetidase neutra 

associada à membrana citoplasmática e expressa em vários tecidos humanos, 

mas limitada nos linfócitos reativos do centro germinativo. Estudos retrospectivos 

confirmaram a capacidade do CD10 isolado em prever a sobrevida nos pacientes 

com LDGCB, todavia até o momento essa afirmação é controversa  

(Hans et al., 2004). A proteína Bcl-6 atua como fator de transcrição dos genes 

envolvidos no ciclo celular, ativação de linfócitos, apoptose e diferenciação, 

estando expressa nas células B do centro germinativo (centroblastos e 

centrócitos) com papel central na sua formação. Rearranjos genéticos, envolvendo 

o BCL6 são freqüentemente observados nos LDGCB. Estudos sobre a expressão 

do Bcl-6 e sua relação com prognóstico nos LDGCB são limitados em número. 

Casos positivos para Bcl-6 e MUM1 foram classificados como pós-CG em razão 

de estudos anteriores comprovarem sua origem pela expressão gênica  

(Hans et al., 2004) (De Paepe e De Wolf-Peeters, 2007). 

MUM1 / IRF-4 normalmente é expresso em plasmócitos e subgrupo de 

linfócitos B do centro germinativo. Membro linfóide específico da família dos 

fatores regulatórios de transcrição do interferon pode estar expresso em 50 a 70% 

dos LDGCB. Representa a fase final de diferenciação das células B do centro 

germinativo e com função determinante no desenvolvimento dos plasmócitos, 

sendo considerado marcador do fenótipo pós-CG (Hans et al., 2004, De Paepe e 

De Wolf-Peeters, 2007). Neste trabalho, além do MUM1 foi utilizado outro 

marcador do fenótipo pós-CG, o CD138 que auxilia na identificação dos LDGCB 

com diferenciação plasmacítica. 

As diferenças biológicas entre os grupos CG e PÓS-CG são 

observadas em vários trabalhos na literatura. Tem sido descrito que a sobrevida 

de 5 anos nos grupos CG e PÓS-CG correspondeu a 59% e 31% respectivamente 
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e, em trabalhos utilizando cDNA microarray, a sobrevida correspondeu a 62% a 

26% respectivamente (Staudt e Dave, 2005, Lossos e Morgensztern, 2006, 

Kwong, 2007). O fenótipo CG é considerado de prognóstico mais favorável nas 

formas nodais e extranodais de LDGCB tanto em trabalhos de expressão gênica 

com análise do DNA bem como trabalhos imunoistoquímicos (Kwong, 2007). Este 

subgrupo corresponde a cerca de 1/3 dos LDGCB. 

De Leval et al. (2003) demonstraram pela imunoistoquímica, em 29 

casos de LDGCB ósseo primário, que 48% eram do fenótipo CG e associados 

com longa sobrevida (de Leval et al., 2003). Nosso trabalho demonstrou 

predomínio do grupo CG no LDGCB ósseo primário (66%) enquanto no grupo 

nodal predominou o fenótipo pós-CG (69%). Na curva de sobrevida não ocorreu 

significância estatística na análise entre os grupos (CG e pós-CG) e os sítios 

primários (ósseo e nodal) apesar de ter sido observada tendência em relação ao 

grupo LOP CG com melhor sobrevida e menor número de óbitos e o nodal pós-CG 

com pior evolução. 

Esses resultados podem sugerir melhor evolução do grupo CG no 

linfoma ósseo semelhante ao observado em um único trabalho que avaliou este 

aspecto no LOP (de Leval et al., 2003). Em pesquisa recente, Colomo et al. (2003) 

foram capazes de confirmar a classificação molecular de grupos nodais e 

extranodais de LDGCB, por meio da imunoistoquímica, mas não observaram 

diferença significativa na sobrevida entre os dois subgrupos CG e pós-CG 

(Colomo et al., 2003). Não se efetuou a correlação com prognóstico, analisando 

CD10 e MUM-1 isolados ou em combinação. 

A disseminação dos linfomas B obedece, em parte, aos mecanismos de 

ativação linfocitária observados na migração e endereçamento (“homing”) dos 

linfócitos normais aos órgãos linfóides secundários. Três grandes famílias de 

moléculas de adesão (integrinas, selectinas e moléculas da família das 

imunoglobulinas) são responsáveis pela aderência dos linfócitos e possuem papel 

decisivo no seu processo de ativação e fluxo para os órgãos linfóides  

(Terol et al., 1999). 
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Visando investigar o padrão de expressão destas moléculas nos 

LDGCB, procurou-se selecionar as principais moléculas de adesão envolvidas no 

fluxo e propagação dos linfomas B. É importante ressaltar que o padrão na 

expressão de algumas destas moléculas nos LDGCB ósseos e nodais ainda são 

desconhecidos na literatura. 

A molécula CD29 corresponde à subunidade comum ß1 das integrinas, 

sendo denominada de antígeno de ativação tardia (VLA) quando associada às 

subunidades α. Terol et al. (1999) demonstraram correlação entre tipos diferentes 

de ß integrinas e a piora da sobrevida total em LDGCB, mas não encontraram 

significância estatística na análise da sobrevida e expressão das beta-integrinas 

com linfomas não-Hodgkin (Terol et al., 1999). 

Nossos resultados demonstraram expressão fraca do CD29 no grupos 

LOP e expressão negativa no grupo nodal, diferentemente dos resultados da 

literatura que exibem elevada expressão CD29 nos LDGCB (Terol et al., 1999). A 

curva de sobrevida demonstrou significância estatística nos grupos que foram 

negativos para esta molécula de adesão (LOP, nodal e metastático). O melhor 

tempo de sobrevida foi observado nos grupos LOP e nodal enquanto o pior nos 

metastáticos positivos. A ausência de expressão da ß1-integrina sugere que esta 

molécula esteja relacionada com melhor prognóstico nos LDGCB ósseos 

primários. Outro aspecto a ser ressaltado é que os estádios clínicos dos três 

grupos de linfomas podem ter influenciado a curva de sobrevida nos grupos 

negativos para o CD29. 

A família CD44 (CD44s e isoformas CD44v) está implicada na migração 

e endereçamento dos linfócitos, hematopoiese, progressão tumoral e metástase. A 

maioria das células tumorais expressam a isoforma padrão CD44s  

(Tzankov et al., 2003). Estudos clínicos com LNH demonstraram que a expressão 

do CD44s estava associada com doença disseminada e óbito precoce pelo 

linfoma. Drillenburg et al. (1999) concluíram que o CD44s está implicado como 

fator prognóstico na sobrevida de pacientes com LDGCB nas formas localizadas 

nodais (Horst et al., 1990, Drillenburg et al., 1999). As formas variantes são menos 
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abundantes nos linfócitos normais, contudo a expressão da isoforma seis está 

associada a prognóstico desfavorável em LDGCB e correlaciona-se linearmente 

com o estágio da doença, podendo contribuir para a disseminação do linfoma 

(Drillenburg e Pals, 2000, Tzankov et al., 2003). 

Nosso trabalho, avaliou exclusivamente a expressão do CD44s. A maior 

expressão ocorreu no grupo nodal e a menor no grupo LOP. A literatura exibe 

resultados diversos em relação à expressão nos linfomas nodais, variando de 13% 

a 63% dos casos (Horst et al., 1990, Drillenburg et al., 1999). Nossos resultados 

apontaram que os linfomas nodais que não expressaram CD44 exibiram tempo de 

sobrevida próximo ao LOP, porém demonstraram maior número de óbitos pelo 

linfoma, isso se deve provavelmente pelos estádios mais avançados encontrados 

no grupo nodal. Não ocorreu significância estatística entre os grupos na análise da 

curva de sobrevida. Porém, observou-se tendência de pior evolução nos casos do 

grupo LOP que expressaram CD44s comparado aos casos que não expressaram, 

corroborando a importância da utilização do CD44 no acompanhamento de 

pacientes com LOP, observados em outros trabalhos (Drillenburg e Pals, 2000, 

Tzankov et al., 2003). 

Selectinas representam uma família de moléculas de adesão 

estreitamente relacionadas no contato dos leucócitos circulantes e células 

endoteliais vasculares. Seus membros são L-selectina, E-, P-. A L-selectina é 

expressa nas células tronco hematopoiéticas, timócitos, leucócitos circulantes e 

células linfomatosas sendo rapidamente sub-regulada durante os processos de 

ativação celular (Drillenburg e Pals, 2000, Belanger e St-Pierre, 2005). Vários 

estudos têm demonstrado a implicação das selectinas nas metástases tumorais, 

no entanto o seu papel no processo de linfomagênese permanece obscuro 

(Drillenburg e Pals, 2000, Belanger e St-Pierre, 2005). 

Trabalhos anteriores demonstraram que linfomas MALT de baixo grau 

expressam melhor a L-selectina, enquanto formas agressivas intestinais e LDGCB 

nodais a expressam fracamente (Liu et al., 2001, Belanger e St-Pierre, 2005).  

A L-selectina atuaria na linfomagênese promovendo a migração e fluxo dos 
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linfócitos nos linfomas extranodais, principalmente os originados em mucosa. Em 

trabalho experimental recente, a L-selectina favoreceu o crescimento intratímico 

das células do linfoma T e facilitou a disseminação para órgãos periféricos 

(Belanger e St-Pierre, 2005). 

Neste trabalho, não se observou expressão da L-selectina (CD62L) nos 

três grupos analisados. A ausência de expressão no grupo LOP foi comparável à 

observada em linfomas extranodais agressivos. A ausência de expressão do 

CD62L no grupo LOP não deve estar relacionada com o padrão de agressividade 

biológica e, provavelmente, deve-se aos mecanismos distintos de migração e 

endereçamento (“homing”) das células linfomatosas dentro do tecido ósseo 

durante a formação deste tipo particular de linfoma (Pals et al., 1991, Drillenburg e 

Pals, 2000). A análise da curva de sobrevida demonstrou significância estatística 

entre os grupos LOP e metastático negativos. A melhor sobrevida dos casos de 

LOP provavelmente está relacionada com as características clínicas e de 

estadiamento que favorecem a boa evolução dos pacientes. Os outros grupos 

(nodal e metastático) demonstraram curvas de sobrevida com pior evolução. 

A integrina α5 (CD51) constitui uma das porções alfa da família das 

integrinas cuja porção comum ß1 já foi descrita anteriormente e entra na 

composição da molécula VLA5 (antígeno de ativação tardia). A expressão do VLA5 

pode ser encontrada em doenças linfoproliferativas crônicas como a leucemia 

linfocítica crônica e de maneira mais variável em LDGCB (Terol et al., 1999). 

Trabalhos anteriores, analisando a expressão das integrinas em LNH, observaram 

correlação significativa entre a expressão da integrina α5 e o envolvimento 

extranodal. Estudos experimentais comprovam que o VLA5 está envolvido no 

processo de disseminação dos linfócitos malignos (Blase et al., 1995). 

A expressão do CD51 em todas as amostras do grupo LOP foi 

inesperadamente negativa uma vez que esta integrina encontra-se mais expressa 

em formas extranodais. A maior expressão no grupo metastático demonstrou 

relação com menor tempo médio de sobrevida (28 meses) apesar da expressão 

desta integrina estar menos vinculada com infiltração da MO. Na análise da curva 
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de sobrevida, ocorreu significância estatística nos grupos que não expressaram o 

CD51, dentre eles o LOP e o nodal exibiram melhor evolução com maior tempo 

médio de 189 meses no grupo LOP. Deste modo, a ausência de expressão da 

integrina α5 parece estar relacionada com melhor evolução dos LDGCB ósseos 

primários, estudos posteriores deverão analisar a expressão das outras formas de 

integrina α para conclusões mais satisfatórias. 

O desequilíbrio entre a proliferação e morte celular das células malignas 

é uma característica comum a todos os cânceres. O ciclo celular é regulado por 

grupos complexos de proteínas envolvidas na apoptose e proliferação celulares. 

Muitas destas proteínas exercem importante função na evolução dos LNH. Foi 

observado que a resistência à apoptose pelas células tumorais, nos LNH, pode 

estar envolvida na linfomagênese (Hermine et al., 1996, Gascoyne et al., 1997). 

Bcl-2 e Bax são componentes da família de proteínas relacionadas à 

apoptose celular. Bax promove a apoptose enquanto o Bcl-2 bloqueia o 

mecanismo de autodestruição celular (Bairey et al., 1999). A literatura demonstra 

que a desregulação do ciclo celular e dos mecanismos que controlam a apoptose 

estão envolvidos na patogênese do LDGCB (Bai et al., 2004). 

A proteína Bcl-2 esta localizada principalmente na membrana 

mitocondrial e sua superexpressão nas células malignas esta condicionada à 

translocação do gen BCL2 18q21 com a imunoglobulina de cadeia pesada. A 

proteína Bcl-2 favorece a promoção das células linfomatosas B, inibindo a 

apoptose. Cerca de 58% a 47% dos LDGCB expressam a Bcl-2 e demonstram 

relação com a sobrevida inferior nos pacientes com LDGCB  

(Lossos e Morgensztern, 2006). 

A ligação da proteína Bax com Bcl-2 forma heterodímeros que inibem a 

sua função. Esta ligação ineficaz pode desorganizar e dificultar a formação dos 

homodímeros com outras moléculas Bax ou pelas funções bioquímicas opostas. 

Contrastando com este efeito, o Bcl-2 pode ser neutralizado pela competição com 

molécula inativa de Bax. Essa relação entre estas duas moléculas sugere padrões 
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recíprocos nos quais monômeros ou homodímeros de Bcl-2 favorecem a 

sobrevivência celular enquanto homodímeros da molécula Bax favorecem a morte 

celular (Sohn et al., 2003). 

A expressão da proteína Bax em linfomas inibe a progressão da 

doença, sendo considerado, em alguns trabalhos, fator prognóstico expressivo na 

sobrevida total (Sohn et al., 2003). Gascoyne et al (1997) concluíram que a 

expressão da Bax não possui significado prognóstico nos pacientes com LDGCB 

(Gascoyne et al., 1997). 

Em nosso trabalho, a expressão da Bax nos casos de LOP (32%) foi 

menor que nos linfomas nodais (43%) e metastáticos (87%).  

Sohn et al. demonstraram expressão da Bax em 37,6% dos pacientes com 

LDGCB nodais, porém considerando como casos que expressaram Bax aqueles 

com ponto de corte acima de 50% de células expressando esta proteína  

(Sohn et al., 2003). 

Nosso trabalho utilizou ponto de corte ≥ 10% de células, expressando a 

proteína como positivo. Este método justificaria assim o maior número de casos 

positivos para Bax encontrados na nossa série. Outros trabalhos, analisando 

expressão de anticorpos diversos em TMA utilizaram pontos de corte variados 

entre 10% a 30% em séries de linfomas e tumores sólidos (Hsu et al., 2002, 

Milanes-Yearsley et al., 2002, Hans et al., 2004). Em trabalhos sobre linfoma 

ósseo, os pontos de corte variaram entre 10% a 25% das células positivas, 

utilizando a técnica de imunoistoquímica (Huebner-Chan et al., 2001, de Leval  

et al., 2003). 

Ocorreu significância estatística na curva de sobrevida entre os grupos 

de linfoma e a expressão da proteína Bax. A melhor sobrevida ocorreu no grupo 

LOP negativo para Bax enquanto os casos LOP positivos tiveram sobrevida 

inferior e com menor tempo médio de vida. O grupo com pior sobrevida foi o 

metastático positivo para Bax seguido do nodal negativo. A expressão da proteína 

Bax nos linfomas ósseos, contrariamente ao que se observa nos LNH, foi 
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associada com pior sobrevida, entretanto a expressão nos LDGCB nodais esteve 

de acordo e demonstrou relação com melhor sobrevida. Um caso do grupo LOP 

negativo evoluiu com o seguimento mais longo (240 meses); este dado 

provavelmente influenciou na curva de sobrevida deste grupo. 

Em relação à expressão do Bcl-2 observou-se forte positividade nos 

grupos LOP (79%) e nodal (91%), o grupo metastático não foi analisado. Não 

ocorreu significância estatística na análise da curva de sobrevida dos grupos. Os 

resultados demonstraram o grupo nodal positivo para Bcl-2 com pior evolução e 

maior número de óbitos enquanto que o grupo LOP negativo indicou melhor 

evolução comparando com os nodais e LOP positivo. Trabalhos comprovam a 

freqüente superexpressão desta proteína nos LDGCB e sua relação com pior 

prognóstico, favorecendo a sobrevivência das células malignas (Xu et al., 2001). 

Bcl-6 promove a proliferação celular e bloqueia a diferenciação 

promovendo a apoptose. É frequentemente expresso em LDGCB nodais e 

extranodais sendo relacionado com prognóstico favorável (Xu et al., 2001, de 

Leval e Harris, 2003, Lossos e Morgensztern, 2006). Os resultados obtidos 

revelaram expressão elevada do Bcl-6 nos grupo nodal (87%) e LOP (67%). Não 

foram detectadas diferenças de sobrevida dos dois grupos. Os grupos LOP 

negativo e nodal positivo para Bcl-6 demonstraram sobrevida mais favorável, 

contudo ocorreu menor número de óbitos nos grupos que expressaram Bcl-6. 

O p53, denominado guardião do genoma, induz a parada do ciclo 

celular na fase G1 e G2 e programa a morte celular em resposta ao dano do DNA. 

Mutações ou deleções do gene supressor tumoral P53 são observadas em mais 

de 50% dos cânceres e são relacionadas com pior sobrevida. 

As principais vias reguladoras do ciclo celular durante a fase de 

transição G1/S (pRB, proteína do retinoblastoma e p53) estão comumente 

alteradas em linfomas agressivos e suas vias de inibição do ciclo celular são 

constituídas por várias proteínas (Sánchez-Beato M, 2003). Foram analisados 

neste estudo a expressão por IHQ das proteínas p53 e pRB, com funções 

freqüentemente desreguladas no LDGCB. 
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Em LDGCB, a expressão da proteína p53 pode ser observada em 30% 

a 40% dos casos na ausência de mutações (de Leval et al., 2003, de Leval e 

Harris, 2003). Estudos indicaram que a forma mutante do gen P53 possui melhor 

expressão imunoistoquímica que a forma não mutante, no entanto essa correlação 

é contestada em outros trabalhos (de Leval e Harris, 2003, Lossos e 

Morgensztern, 2006). O significado prognóstico da expressão da proteína p53 em 

LDGCB ainda é controverso, em alguns estudos está associada com pior 

prognóstico e maior resistência a drogas, mas em outros esta correlação não foi 

observada (Wu e Keating, 2006). 

Outro regulador do ciclo celular, o p21, compõe uma família de 

moléculas inibidoras das ciclino-quinases (Godon et al.). As ciclinas associadas às 

quinases ciclino-dependentes (CDK) promovem o ciclo celular em várias fases. O 

p21, estimulado pelo p53, anula a atividade da quinase no complexo E-CDK2, 

bloqueando a entrada na fase S do ciclo (Paik et al., 2005). Estudos em LNH, 

investigando o imunofenótipo p53/p21 demonstraram pela IHQ que a mutação do 

P53 está mais relacionada com casos positivos para p53 e negativos para p21 

(p53+/ p21-), enquanto a forma não mutante ou selvagem com casos  

p53+/p21+ (de Leval e Harris, 2003). Casos de LDGCB com imunofenótipo 

p53+/p21- estão associados com pior sobrevida e falha no tratamento  

(de Leval e Harris, 2003). Paik et al (2005) não evidenciaram diferenças na 

sobrevida dos pacientes p53+/p21- (Paik et al., 2005). 

Neste trabalho, os resultados demonstraram casos p53+/p21+ com a 

seguinte distribuição: 31% no grupo LOP, 22% no grupo nodal e 31% no grupo 

metastático, porém não se observaram casos p53+/p21-. Não ocorreu significância 

estatística na análise da sobrevida entre os grupos LOP, nodal e metastático que 

expressavam p53+/p21+. 

A expressão isolada do p53 foi bastante elevada nos casos de LOP 

(90%) e nodal (96%) e no grupo metastático foi menos freqüente (31%). Foi 

evidenciada a maior expressão do p53 no grupo nodal e LOP quando comparados 

com outros estudos (de Leval e Harris, 2003, Paik et al., 2005, Lossos e 
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Morgensztern, 2006). Foi observado em trabalhos anteriores com pacientes 

portadores de LDGCB que a diminuição da sobrevida estava associada à forma 

P53 mutante, mas controvérsias permanecem sobre a importância desta proteína 

na evolução desses linfomas (de Leval e Harris, 2003, Wu e Keating, 2006). Em 

estudo de 20 casos de LDGCB primário ósseo, a expressão do p53 foi observada 

em 80% dos casos. Os autores sugeriram que p53 poderia conter função 

importante na patogênese deste grupo de linfoma (Huebner-Chan et al., 2001). 

No presente trabalho, observou-se significância na curva de sobrevida 

com p53. O grupo LOP positivo demonstrou a melhor sobrevida com melhor 

tempo médio de vida. Os grupos metastáticos que foram positivos e negativos na 

expressão do p53 demonstraram sobrevidas inferiores e com maior número de 

óbitos, provavelmente contribuíram para essa pior evolução os estádios 

avançados dos pacientes do grupo metastático. No grupo nodal positivo, 

observou-se curva de sobrevida inferior ao grupo LOP. 

Os resultados indicaram ainda que a expressão da proteína p53 nos 

LDGCB ósseos primários e nodais não foi fator condicionante de pior evolução, 

talvez por estarem mais relacionados com forma não mutante do que a mutante. 

Trabalhos anteriores demonstraram que os pacientes com LDGCB que com a 

forma selvagem do P53 (p53+/p21+) evoluíram melhor do que aqueles com a 

forma mutante (Leroy et al., 2002). 

A proteína do retinoblastoma (pRB) regula negativamente o ciclo celular 

no início da fase G1, impedindo a liberação do fator de transcrição E2F, 

fundamental na transcrição de genes envolvidos no ciclo celular. A fosforilação da 

pRB através das CDK 4 e 6 promove o ciclo celular (Sanchez et al., 1998, de 

Leval e Harris, 2003, Sánchez-Beato M, 2003, Bai et al., 2004, Bai et al., 2007). A 

perda da pRB foi considerada fator prognóstico desfavorável nos LDGCB. Foi 

observada relação entre níveis elevados de pRB e prolongamento do tempo de 

sobrevida total (Sanchez et al., 1998, de Leval e Harris, 2003). Em trabalho 

recente, Bai et al. (2007) associaram as alterações encontradas nas três principais 
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vias de controle do ciclo celular e apoptose (P53, pRB e p27) com curso clínico 

mais agressivo em LDGCB (Bai et al., 2004, Bai et al., 2007). 

Observamos elevada expressão da pRB em nossos grupos, LOP com 

73%, nodal com 98% e metastático com 69%. Trabalhos anteriores comprovam a 

expressão elevada da pRB em casos de LDGCB nodal (Sanchez et al., 1998,  

de Leval e Harris, 2003, Bai et al., 2007). 

Ocorreu significância na análise da curva da sobrevida entre o grupo 

LOP positivo que demonstrou melhor evolução e menor número de óbitos e o 

grupo metastático positivo que apresentou pior evolução e maior número de 

óbitos. Nossos resultados sugerem que a expressão da pRB está relacionada com 

melhor sobrevida no LDGCB ósseo primário, comparando-se com os grupos nodal 

e metastático positivos. 

O aumento da atividade proliferativa está relacionado com pior 

prognóstico nos pacientes com linfomas agressivos (de Leval e Harris, 2003). 

Vários estudos sobre o valor prognóstico da proliferação celular em LDGCB, 

utilizando o marcador Ki-67, têm revelado resultados inconsistentes apesar dos 

índices elevados de proliferação celular estarem associados ao prognóstico 

desfavorável (de Leval e Harris, 2003). 

O Ki-67 é uma proteína que está expressa no núcleo das células 

tumorais em ciclo celular ativo (fases G1, S, G2 e M) e sua análise pela IHQ é 

subjetivamente estimada pela avaliação microscópica. A dificuldade nos estudos 

realizados em confirmar o valor prognóstico desta proteína pode ser decorrente 

dos diferentes meios de validar os altos e baixos índices proliferativos que podem 

variar de 30% a 90% nos LDGCB. 

O Ki-67 foi utilizado como marcador de índice de proliferação pelo seu 

consagrado uso em inúmeros estudos com LDGCB (de Leval e Harris, 2003, 

Lossos e Morgensztern, 2006). Optou-se por analisar a porcentagem da 
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expressão do Ki-67 nos três grupos de linfomas, dispensando a correlação com a 

sobrevida dos pacientes devido às controvérsias existentes na literatura. 

LDGCB com moderado índice proliferativo (abaixo ou igual a 50%) 

foram mais freqüentes no grupo LOP, no grupo nodal e metastático ocorreram 

predomínio de alto índice proliferativo (acima de 50%) em 59% dos casos e em 

71% dos casos respectivamente. Huebner-Chan et al (2001) encontraram índices 

moderados de proliferação celular em 75% dos casos de LOP  

(Huebner-Chan et al., 2001). Os grupos nodal e metastático de LDGCB 

confirmaram os resultados encontrados em estudos já realizados, demonstrando 

atividade proliferativa entre 60% a 80% das células (Lossos e Morgensztern, 

2006). Provavelmente o índice moderado observado na maioria dos casos de LOP 

justificaria o comportamento biológico menos agressivo e com melhor evolução 

neste grupo de LDGCB, mas é necessário compreender melhor a expressão desta 

proteína como fator prognóstico. 

O microambiente em torno das células tumorais assume cada vez mais 

importância na biologia dos LNH. O sistema imune atua como sentinela, 

controlando a progressão do câncer por meio de células imunes reacionais natural 

killer (NK, do inglês natural killer cells) e linfócitos T infiltrantes  

(Hasselblom et al., 2007). Vários estudos demonstraram a presença destas 

células infiltrantes e a relação da sua intensidade com a sobrevida em pacientes 

com câncer. Em LNH, observa-se, de permeio, ao tumor, grande variedade de 

células inflamatórias como macrófagos, células NK e linfócitos T auxiliares CD 4+ e 

citotóxicos CD 8+ infiltrantes. Este padrão varia de acordo com o tipo histológico 

sendo mais freqüente nas formas nodais do que em sítios extranodais  

(Ansell et al., 2001). Poucos trabalhos foram realizados, demonstrando relação da 

sobrevida com linfócitos infiltrantes em LDGCB e os resultados são 

freqüentemente antagônicos e provavelmente decorrentes das metodologias 

utilizadas, a quantificação das células coradas e análise imunoistoquímica 

empregada (Ansell et al., 2001, Hasselblom et al., 2007). 
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Neste trabalho, avaliamos principalmente a intensidade de infiltração 

das subpopulações de linfócitos T e outras células do sistema imune encontradas 

nos LDGCB nodais e ósseos primários. A relação desta expressão com a 

sobrevida não foi efetuada. A expressão dos anticorpos CD3, CD5, CD4, CD8, 

CD57, CD68, Foxp3 nas células linfomatosas foi negativa na grande maioria dos 

casos. Observou-se, em amostras ocasionais de LOP e nodal, fraca expressão de 

alguns marcadores para linfócitos T, esses casos foram posteriormente 

reavaliados e concluídos como decorrentes de artefatos técnicos e formação de 

fundo da imunomarcação, portanto não foram valorizados. 

Nossos resultados demonstraram grande variedade de células T 

infiltrantes e macrófagos no grupo nodal e LOP. A maioria dos casos exibiu baixo 

nível de infiltração de linfócitos T, variando de 0% a 5% de células T infiltrantes. 

Estudos prévios demonstraram que os LNH mostram maior freqüência de células 

T ativadas do que em processos linfóides benignos hiperplásicos. Outro trabalho 

demonstrou que, na maioria dos casos analisados de LNH, ocorreu maior 

porcentagem de linfócitos T CD4+ do que CD 8+ (Ansell et al., 2001). 

Riemersma et al. (2005), analisando expressão de linfócitos T 

citotóxicos (LTC) em LDGCB, apresentaram percentagens semelhantes entre 

formas nodais e extranodais (22-27%). Neste estudo, os autores observaram alta 

percentagem de LTC em LDGCB do sistema nervoso central e testículo associada 

à perda da expressão do antígeno HLA classe I e II, proporcionando 

provavelmente vantagens na progressão do linfoma (Riemersma et al., 2005). 

A infiltração por linfócitos T citotóxicos e T auxiliares nos LDGCB 

estudados foi reconhecida pelos anticorpos CD8 e CD4, respectivamente. Na 

maioria dos casos de LOP e nodal observou-se infiltração leve destas duas 

classes de linfócitos. Xu et al. (2001), em seu trabalho, confirmaram que a alta 

percentagem de linfócitos T infiltrantes em LDGCB de novo associados à elevada 

relação CD4:CD8 são correlacionados com melhor sobrevida (Xu et al., 2001). 
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A expressão do Foxp3, marcador dos linfócitos reguladores (Tregs) 

definidos como CD4+ CD25+, tem sido recentemente avaliada em alguns 

trabalhos. Estas células atuam, suprimindo linfócitos T auto-reativos e, desse 

modo, controlam a auto-imunidade (Hasselblom et al., 2007). O impacto 

prognóstico do Foxp3 tem sido avaliado em vários tumores sólidos e linfomas com 

resultados contraditórios (Hasselblom et al., 2007). Hasselblom et tal. (2007) 

investigaram a importância clínica da infiltração do Foxp3 e células citotóxicas em 

LDGCB através de imunistoquímica. Os autores não encontraram relação da 

expressão do Foxp3 com o prognóstico (Hasselblom et al., 2007). A quantidade de 

linfócitos Foxp3 positivos encontrados no nosso trabalho foi semelhante ao 

trabalho de Hasselblom et tal. (2007) e não houve diferenças de percentagens 

entre os dois grupos (Hasselblom et al., 2007). 

A quantidade de células NK reativas (CD57) e macrófagos (CD68) 

observados em nossas amostras não se distinguiram muito dos padrões 

observados em outros estudos. Em linfomas foliculares e folículos reativos, 

observou-se maior freqüência do CD57 do que em outros linfomas (Perambakam 

et al., 2000). 

Investigações com técnicas moleculares em LDGCB ósseos primários 

são escassas e limitadas em razão da baixa freqüência desses tumores e às 

dificuldades na obtenção de amostras de boa qualidade (Huebner-Chan et al., 

2001, de Leval et al., 2003). Daí a importância deste estudo, onde o número de 

casos relativamente grande resultou de coleta multiinstitucional. Existe um 

consenso de que o FISH é superior que a técnica da reação em cadeia da 

polimerase (PCR) para detectar rearranjos em BCL2 (Andersen et al., 2001, 

Godon et al., 2004, Ventura et al., 2006, Belaud-Rotureau et al., 2007). Além disto, 

biópsia de tumores ósseos costuma apresentar acentuada degradação dos ácidos 

nucléicos decorrentes do processo freqüentemente inadequado de fixação e 

descalcificação dos tecidos, o que limita a utilização da PCR. Por essas razões, a 

técnica de FISH foi escolhida para avaliar a presença dos rearranjos genéticos 
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neste estudo. Foram obtidos resultados satisfatórios em cerca de metade dos 

casos (32/62). 

O FISH revelou a presença de t(14; 18) (q32; q21) em 28% (9/32) dos 

casos de LOP, freqüência maior quando comparada com outras análises de 

linfoma B difuso ósseo primário (Huebner-Chan et al., 2001, de Leval et al., 2003, 

Kitsoulis et al., 2006). Porém, esta freqüência é semelhante à descrita em LDGCB 

nodal e menor que a observada nas formas extranodais (Kramer et al., 1998,  

Jaffe et al., 2001). A alta freqüência do rearranjo do gene BLC2 nos LOP sugere 

que essa entidade esteja patogeneticamente mais próxima aos linfomas nodais do 

que nos demais extranodais (Kramer et al., 1998). 

Surpreendentemente, foi observado que o MYC estava rearranjado em 

9% (3/32) dos casos. Esta foi a primeira demonstração de que este gene está 

rearranjado em LDGCB ósseos primários. A freqüência do rearranjo do MYC foi 

semelhante à observada em linfomas nodais, mas menor do que a descrita em 

tumores no trato gastrintestinal (Kramer et al., 1998). Entretanto, neste último sítio, 

computa-se o linfoma de Burkitt, onde tem incidência relativamente alta  

(Jaffe et al., 2001). Um caso demonstrou interessante associação entre o MYC e o 

BCL2, mas esta associação, apesar de pouco freqüente, foi descrita em linfomas 

nodais (Kramer et al., 1998, Jaffe et al., 2001, Siebert et al., 2001, Ventura et al., 

2006). Apesar de ser difícil extrair alguma conclusão significativa acerca de 

diferenças e semelhanças entre os casos dos dois países, não foi observada 

particularidade das anomalias moleculares entre os casos do Brasil e da França. 

Os resultados para o gene BLC-6 foram inesperados, uma vez que não 

foi detectado nenhum caso de LOP com rearranjo. É conhecido que o BCL6 é 

freqüentemente rearranjado em LDGCB nodais e extranodais (Jaffe et al., 2001, 

Godon et al., 2004, Ventura et al., 2006). Esses resultados sugerem que LOP 

pode representar um grupo distinto de tumores. Já os resultados obtidos com as 

sondas ALK, PAX5 foram os esperados, uma vez que estes genes estão 

envolvidos em translocações observadas em outras entidades clínico-patológicas 

particulares (Jaffe et al., 2001). 
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Importantes novos dados foram adicionados para uma melhor 

compreensão do LDGCB ósseo primário. Destaca-se a incidência relativamente 

alta de rearranjos do BCL2 e MYC nestes tumores. Estes resultados, associados à 

ausência de rearranjo do BCL6, sugerem que o LDGCB ósseo primário representa 

um grupo peculiar dentro dos linfomas B extranodais. 
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 LOP é uma entidade clínico-patológica distinta dos demais linfomas 

nodais e metastáticos. 

 O imunofenótipo negativo para as moléculas de adesão celular 

CD29, CD62L e CD51 associado à expressão das moléculas de 

apoptose e reguladoras do ciclo celular parecem ter relevância 

prognóstica no LOP e diferem na sua expressão dos linfomas nodais 

e metastáticos. Estes marcadores poderão ser úteis no seguimento 

de pacientes com LOP. 

 O imunofenótipo centro germinativo encontrado na maioria dos casos 

de LOP permite considerar sua origem em linfócitos B do centro 

germinativo. 

 O LOP os e linfomas nodais são semelhantes quanto à variedade e 

intensidade dos linfócitos infiltrantes. 

 A comprovação de rearranjos genéticos do MYC e BCL2 bem como 

a ausência de rearranjo com BCL6 caracterizam o LOP como uma 

forma particular das formas extranodais. 
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Quadros com os casos de linfoma provenientes do Brasil. 

GG: gânglio 

MO: medula óssea 

EA: esqueleto axial 

OL: ossos longos 

ML: múltiplas localizações 

OUT: outros 

V: vivo 

MD: morto pela doença 

VD: vivo com doença 

M: morto por outras causas 

Apêndice 
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CASO  GRUPO SEXO 
  

 IDADE  LOCALIZACAO  SÍTIO 
OSSEO  

SISTEMA 
ANN 

ARBOR 

SINTOMAS 
B 

EVOLUÇÃO 
SEGUIMENTO A 

PARTIR DO 
DIAGNÓSTICO 

RECIDIVA APÓS 
TRATAMENTO 

TRATAMENTO 
(RADIOTERAPIA)  

TRATAMENTO 
(QUIMIOTERAPIA) 

TRATAMENTO 
(CIRURGIA) 

TRATAMENTO 
(TMO) 

1 LOP 2 19 OSSO EA IV NAO       SIM NAO NAO NAO 

2 LOP 1 30 OSSO OL IE NAO       SIM NAO SIM NAO 

3 LOP 2 38 OSSO OL IE NAO       SIM SIM NAO NAO 

4 LOP 2 25 OSSO EA IE NAO       NAO SIM NAO NAO 

5 LOP 2 32 OSSO EA IE NAO       NAO SIM NAO NAO 

6 LOP 1 29 OSSO EA IE NAO       NAO SIM SIM NAO 

7 LOP 1 25 OSSO OL IE NAO V 240 NAO SIM SIM SIM NAO 

8 LOP 1 27 OSSO OL IE NAO V 84 NAO SIM SIM NAO NAO 

9 LOP 1 69 OSSO EA IE NAO MD 0,46 NAO NAO NAO NAO NAO 

10 LOP 2 30 OSSO OL IE NAO   132 SIM SIM SIM NAO NAO 

11 LOP 2 27 OSSO OL IE NAO V 84 NAO SIM SIM NAO NAO 

12 LOP 1 34 OSSO OL IIE NAO V 48 NAO SIM SIM NAO NAO 

13 LOP 2 53 OSSO EA IE NAO V 72 NAO SIM SIM NAO NAO 

14 LOP 1 18 OSSO OL IE NAO V 5 NAO SIM SIM SIM NAO 

15 LOP 1 27 OSSO OL IE NAO V 36 NAO SIM SIM SIM NAO 

16 LOP 1 18 OSSO OL IE NAO V 23 NAO SIM SIM NAO NAO 

17 LOP 1 22 OSSO OL IV NAO MD 12 SIM SIM SIM NAO NAO 

18 LOP 1 51 OSSO OL           SIM NAO NAO NAO 

19 LOP 2 22 OSSO             NAO NAO NAO NAO 

20 LOP 2 63 OSSO OL IIE NAO VD 13 SIM NAO SIM NAO NAO 

21 LOP 2 55 OSSO                     

22 LOP 2 52 OSSO EA                   
23 LOP 2 36 OSSO                     

24 LOP 1 27 OSSO EA                   

25 LOP 2   OSSO EA                   

26 LOP 1 42 OSSO OL                   

27 LOP 1 40 OSSO ML IV NAO V 54 NAO SIM SIM NAO NAO 

28 LOP 1 61 OSSO ML IV NAO VD 8 NAO NAO SIM NAO NAO 

29 LOP 1 47 OSSO ML IV NAO MD 6 NAO NAO SIM SIM NAO 

30 LOP 1 46 OSSO OL IIIE NAO V 44 NAO NAO SIM NAO NAO 

31 LOP 1 65 OSSO OL IE NAO VD 10 NAO SIM SIM NAO NAO 

32 LOP 1 28 OSSO OL IV NAO V 21 NAO SIM SIM NAO SIM 

33 LOP 2 71 OSSO ML IV NAO MD 2 NAO SIM SIM NAO NAO 

34 LOP 1   OSSO             NAO NAO NAO NAO 

35 LOP 2 72 OSSO OL IIE NAO M  3 NAO NAO NAO SIM NAO 

36 LOP 1 43 OSSO ML IV NAO VD 22 SIM NAO SIM SIM NAO 

37 LOP 2 61 OSSO OUT           NAO NAO NAO NAO 

38 LOP 1 57 OSSO IE NAO VD 9 NAO NAO SIM NAO NAO

39 LOP 2 50 OSSO OUT IIE NAO V 31 SIM SIM SIM SIM NAO 

40 LOP 2 46 OSSO OL IE NAO V 21 NAO SIM SIM NAO SIM 

41 LOP 1 38 OSSO OL IE NAO V 31 NAO NAO NAO NAO NAO 

42 LOP 2 54 OSSO ML IV NAO MD 12 NAO NAO NAO NAO NAO 

43 LOP 2 14 OSSO EA ML IV NAO V 70 NAO NAO SIM SIM NAO 

44 LOP 1 30 OSSO OL IE NAO V 12 NAO SIM SIM NAO NAO 
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SEGUIMENTO A TO 
PIA) 

TRATAMENTO 
(CIRURGIA) 

TRATAMENTO 
(TMO) 

CASO  GRUPO SEXO   IDADE  LOCALIZACAO SISTEMA  
ANN ARBOR 

SINTOMAS 
B 

EVOLUÇÃO PARTIR DO 
DIAGNÓSTICO 

RECIDIVA APÓS 
TRATAMENTO 

TRATAMENTO 
(RADIOTERAPIA)  

TRATAMEN
(QUIMIOTERA

45 ND 1 43 GG IV SIM MD 1 NAO NAO SIM NAO NAO 

46 ND 1 20 GG II NAO V 13 NAO NAO SIM NAO SIM 
47 ND 1 40 GG IV SIM MD 14 SIM SIM SIM NAO NAO 

48 ND 1 67 GG IV SIM MD 2 SIM NAO SIM NAO   

49 ND 1 68 GG III NAO V 47 SIM NAO SIM NAO   

50 ND 2 65 GG IV NAO VD 50 SIM NAO SIM NAO   

51 ND 2 35 GG III NAO MD 25 NAO NAO SIM NAO SIM 

52 ND 2 54 GG IV SIM VD 70 SIM NAO SIM NAO NAO 
53 ND 2 68 GG IV SIM M 12 NAO NAO SIM NAO NAO 

54 ND 1 50 GG III SIM MD 65 SIM NAO SIM NAO SIM 

55 ND 1 67 GG           NAO NAO NAO NAO 

56 ND 2 55 GG IV SIM MD 1 NAO NAO NAO NAO NAO 

57 ND 1 65 GG IV SIM MD 8 NAO NAO SIM NAO NAO 
58 ND 1 35 GG IV SIM M 23 NAO NAO SIM NAO NAO 
59 ND 1 67 GG IV SIM V 29 NAO NAO SIM NAO NAO 
60 ND 1 30 GG III NAO V 69 NAO NAO SIM NAO NAO 

61 ND 1 50 GG II  NAO V 7 NAO NAO SIM NAO SIM 

62 ND 1 70 GG IV SIM MD 1 NAO NAO NAO SIM NAO 

63 ND 1 64 GG IV NAO MD 3 NAO NAO SIM NAO NAO 

64 ND 1 67 GG IV SIM VD 32 SIM SIM SIM NAO NAO 

65 ND 2 69 GG III SIM VD 26 SIM NAO SIM NAO NAO 

66 ND 2 74 GG IV SIM MD 13 NAO SIM SIM NAO NAO 

67 ND 1 53 GG II NAO V 40 NAO NAO SIM NAO NAO 

68 ND 2 38 GG 
II NAO v 47 NAO NAO SIM NAO NAO 

69 ND 1 40 GG II SIM V 43 NAO NAO SIM NAO NAO 

70 ND 1 42 GG III NAO V 36 NAO NAO SIM NAO NAO 

71 ND 2 76 GG IV SIM MD 1 NAO NAO NAO NAO NAO 

72 ND 1 35 GG II NAO V 23 NAO SIM SIM NAO NAO 
73 ND 2 70 GG II NAO V 32 NAO NAO SIM NAO NAO 

74 ND 1 34 GG IV NAO V 29 SIM SIM SIM NAO SIM 

75 ND 1 56 GG III SIM M 8 NAO NAO SIM NAO NAO 
76 ND 1 54 GG III SIM V 28 NAO NAO SIM NAO SIM 

77 ND 2 26 GG II NAO MD 10 SIM NAO SIM NAO NAO 

78 ND 1 59 GG IV SIM MD 1 SIM NAO SIM NAO NAO 

79 ND 1 64 GG III SIM M 2 NAO NAO NAO NAO NAO 
80 ND 2 79 GG III SIM VD 7 NAO NAO SIM NAO NAO 

81 ND 1 62 GG IV SIM V 6 NAO NAO SIM NAO NAO 

82 ND 2 44 GG III NAO V 67 SIM NAO SIM NAO SIM 

83 ND 2 51 GG IV NAO V 22 NAO NAO SIM NAO NAO 
84 ND 2 41 GG III NAO V 22 NAO NAO SIM NAO NAO 
85 ND 2 69 GG IV SIM V 19 NAO NAO SIM NAO NAO 

86 ND 1 63 GG IV SIM V 19 NAO NAO SIM NAO NAO 

87 ND 1 70 GG II NAO MD 49 SIM SIM SIM NAO NAO 

88 ND 1 61 GG II NAO V 18 NAO SIM SIM NAO NAO 

89 ND 2 64 GG IV NAO VD 46 SIM NAO SIM NAO NAO 
90 ND 2 35 GG III NAO V 15 NAO NAO SIM NAO NAO 
91 MO 2 74 MO IV SIM V 32 NAO SIM SIM NAO NAO 

92 MO 2 45 MO IV SIM V 8 NAO NAO SIM NAO NAO 

93 MO 2 46 MO IV NAO MD 20 NAO NAO SIM NAO SIM 

94 MO 2 53 MO IV SIM MD 17 NAO NAO SIM SIM NAO 

95 MO 2 23 MO IV SIM MD 20 NAO NAO SIM NAO NAO 

96 MO 1 62 MO IV NAO V 4 NAO NAO SIM NAO NAO 

97 MO 1 51 MO IV SIM MD 2 NAO NAO NAO NAO NAO 
98 MO 2 60 MO IV SIM MD 41 SIM NAO SIM NAO NAO 

99 MO 1 71 MO IV SIM VD 9 NAO NAO SIM NAO NAO 

100 MO 1 53 MO IV NAO MD 12 NAO NAO SIM NAO NAO 

101 MO 1 49 MO IV SIM M 14 SIM NAO SIM NAO NAO 

102 MO 2 60 MO IV NAO V 18 NAO NAO SIM NAO NAO 

103 MO 2 51 MO IV SIM MD 20 NAO NAO SIM NAO NAO 

104 MO 1 39 MO IV SIM MD 30 SIM NAO SIM NAO NAO 

105 MO 2 77 MO IV SIM MD 2 NAO NAO SIM NAO NAO 

106 MO 1 69 MO IV SIM MD 18 SIM NAO SIM NAO NAO 
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