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RESUMO



Os linfomas nao-Hodgkin (LNH) agressivos constituem um grupo heterogéneo
de neoplasias hematologicas. Os LNH difusos de grandes células B compreendem cerca de
20-25% dos LNH. O tratamento quimioterdpico pode curar apenas 40-50% dos pacientes
adultos com linfomas agressivos. S@o considerados indicadores progndsticos: idade,

numero de sitios extranodais, LDH, performance status e estadiamento clinico.

Além desses fatores, anormalidades das proteinas reguladoras do ciclo celular e
da apoptose parecem ser um importante mecanismo de desenvolvimento de neoplasias e

podem ter um papel no prognéstico dos linfomas agressivos.

A expressdo das proteinas reguladoras do ciclo celular, p53, p21/WAF-1,
Mdm2 , c-Myc e PCNA (proliferating cell nuclear antigen) foram avaliadas através da
andlise imunohistoquimica de bidpsias de ganglio, fixadas em formol e embebidas em
parafina de 113 casos de LNH de alto grau de malignidade histoldgico, sendo que em 62
pacientes com LNH agressivos a expressdo das proteinas foi correlacionada com dados
clinicos e de sobrevida. Expressao de p53, p21/WAF-1, Mdm?2 e c-Myc foi observada em
17/ 62 (30%), 25/60 (42%), 13/44 (30%) e 39/ 51 (76.5%) dos casos, respectivamente. O
fenétipo pS3+/p21WAF-1 negativo, que € mais freqiientemente encontrado nos casos com
mutacdes do p53, foi associado com menor sobrevida global (SG), (P=0.04) e uma menor
taxa de remissao completa (RC) (P=0.01). Expressdao negativa de p53 e c-Myc foram
relacionadas a uma melhor resposta a quimioterapia (P=0.005 e 0.035, respectivamente). A
expressao de p53, c-Myc e Mdm?2 foi associada a uma menor SG (P < 0.001, 0.05 e 0.037
respectivamente), sugerindo que a expressdo dessas proteinas poderia estar associada a um

pior progndstico nesses pacientes.

Além da andlise da expressdo da p53, pesquisamos a presenca de mutagdes do
gene p53 nos casos com hiperexpressdo da proteina (n=17). Foi possivel extrair DNA de 15
casos. A amplificacdo dos éxons 5-9 do p53 teve éxito em 7 casos, com o achado de uma
mutacdo de ponto no éxon 6 (Val->Glu;T—A), num paciente com hiperexpressdao da pS3 e

expressao negativada p21/WAF-1.
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Avaliamos também a expressdo de proteinas reguladoras da apoptose (p53,
Bcl-2, Bax, Bak e Mcl-1) de 33 pacientes com LNH difusos de grandes células B e
analisamos a relacdo entre a expressao dessas proteinas com dados clinicos e resposta a

quimioterapia.

Nossos resultados mostraram que a expressao da p53 foi considerada um
parametro imunohistoquimico independente relacionado a um pior progndstico nesses
linfomas. Apesar da alta expressdo observada das proteinas Bcl-2, Bax, Bak e Mcl-1, ndo

foi encontrado associagdo com progndstico ou resposta ao tratamento.
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INTRODUCAO



Os linfomas nao-Hodgkin (LNH) compreendem um grupo heterogéneo de
neoplasias do sistema linféide, derivadas principalmente de células B (85-90% dos casos) e,

mais raramente, de células T (The Non-Hodgkin's Lymphoma Classification Project, 1997).

A incidéncia de LNH tem aumentado substancialmente durante as tultimas
décadas (DEVESA et al, 1992). Entre 1973 e 1992, houve aumento cerca de 77% para
populacdo masculina e 66% para a populacio feminina. A projecio dessas taxas indica que,
nos proximos 15 anos, haverd um aumento na incidéncia de aproximadamente 55% nos
homens e 79% nas mulheres (BRAY et al, 2001). Nos Estados Unidos € a quinta causa de
6bitos relacionados a neoplasias (GREENLEE et al, 2001). Cerca da metade desses casos
sao linfomas agressivos. No entanto, somente 40% sao curados com quimioterapia
convencional (SHIPP et al, 1993; The Non-Hodgkin's Lymphoma Classification Project,
1997), justificando-se a necessidade da identificacdo de fatores progndsticos que sejam
capazes de estratificar casos de pior evolucdo, para que possam ser submetidos a novas

abordagens terapéuticas.

Nos linfomas agressivos foram identificados alguns fatores progndsticos, como
a idade ao diagndstico, presenca ou auséncia de sintomas B, performance status, dosagem
de lactato desidrogenase (LDH), nimero de sitios extranodais, grandes massas e doenca
avancada. Cinco fatores progndsticos que apresentaram significincia em anélise
multivariada foram utilizados no cdlculo do Indice Prognéstico Internacional (IPI)(SHIPP
et al, 1993): performance status (ECOG:2-4)(CONILL, 1990), idade >60 anos, estadio
clinico de Ann Arbor avancado (III/IV), dosagem da LDH (> 1 vez o normal) e > 1 sitio
extranodal. O IPI € um modelo de risco desenvolvido para predizer a evolugdo de pacientes
com LNH agressivos. De acordo com o IPI, os pacientes sdo classificados em 4 grupos de
risco, através da soma dos fatores presentes ao diagnéstico: baixo risco (0 a 1 fatores), risco
baixo intermediario (2 fatores), risco alto intermediario (3 fatores) ou alto risco (4 ou 5

fatores).

Além dos fatores clinicos, caracteristicas celulares e moleculares também sao
capazes de definir grupos de pacientes com pior progndstico. Deste modo, vérias lesdes
genéticas estdo presentes nos LNH, como a ativagdo de proto-oncogenes causadas por

translocagdes cromossdmicas (c-myc, bcl-2, bcl-6, bcl-10, bel-1, NPM/ALK) e a inativagao
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de genes supressores tumorais (p53, pl6, ATM) (PASQUALUCCI & DALLA-FAVERA,
2001).

As translocacbes cromossOmicas representam o mecanismo principal de
ativacdo de proto-oncogenes nos LNH. Sdo constituidas por eventos de recombinacdes
reciprocas e balanceadas entre dois sitios cromossomicos especificos. Essas translocagdes
sdo caracterizadas pela recorréncia dentro de uma categoria especifica clinico-patolégica.
As translocagdes mais freqiientes nos LNH estdo listadas na tabela 1. As translocagdes
cromossOmicas contribuem para o surgimento do linfoma, porém nio sdo suficientes para
causé-lo, sendo necessdrias multiplas lesdes genéticas para o processo de desenvolvimento

tumoral.

A inativacdo de genes supressores tumorais nos LNH ocorre através de
mecanismos semelhantes aos associados com outras neoplasias humanas, onde ocorre a
inativacdo dos 2 alelos, mais freqiientemente através da delecdo de um alelo e mutag¢dao do
outro. Os genes supressores tumorais mais freqiientemente envolvidos na patogénese dos
LNH sao representados pelo p53 IMAMURA et al, 1994), p16 (PYNIOL et al, 1997) e
ATM (gene com mutacdo da ataxia teleangiectasia). Esse dltimo gene produz uma proteina
capaz de fosforilar e ativar o gene p53 em resposta a lesio do DNA, causando uma
interrupcdo na fase G; do ciclo celular (BARLOW et al, 1997; BANIN et al, 1998;
CANMAN al, 1998).

Em vista do exposto, o estudo da expressdo das proteinas envolvidas na
regulacdo do ciclo celular e apoptose, nos quais o gene p53 tem um papel central, pode ser
util para melhor entendimento da patogénese dos LNH e determinagao do progndstico

desses pacientes.
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Tabela 1: Translocagdes cromossdmicas nos LNH

Tipo Translocaciao casos Proto- Mecanismo de Funcio do proto-oncogene
histolégico afetados  oncogenes ativacio do proto-
(%) envolvidos oncogene
Linfoma linfo- t(9;14)(p13;q32) 50 PAX-5 Desregulagdo Fator de transcri¢do regulador
plasmocitico transcricional da proliferacdo e
diferenciacdo de células B
Linfoma t(14;18)(q32;921) 90 bcl-2 Desregulagao Anti- apoptose
folicular (2:18)(p11:q21) transcricional
t(18;22)(q21;q11)
Linfoma de t(11;14)(q13;q32) 70 bcl-1 /eiclina Desregulacdo Regulador do ciclo celular
células do D1 transcricional
manto
Linfoma MALT  t(11;18)(q21;q21) 50 API2/MLT  Proteina de fusdo Anti-apoptose
t(1;14)(p22;q932) raro bcl-10 Desregulagao Anti-apoptose ?
transcricional
Linfoma B de der(3)(q27) 35 bcl-6 Desregulacdo Repressor transcricional
grandes células transcricional necessario para formacio do
centro germinativo
Linfoma de t(8;14)(q24;q32) 80 c-myc Desregulagdo Fator de transcri¢do regulador
Burkitt (2:8)(pl1:q24) 15 transcricional da proliferacdo e crescimento
celular
t(8;22)(q24;q11) 5
Linfoma t(2;5)(p23;q395) 60 NPM/ALK Proteina de fusao ALK - tirosina quinase

anaplésico T

(adaptado de PASQUALUCCI & DALLA-FAVERA, 2001)
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GENES E PROTEINAS ENVOLVIDAS NA REGULACAO DO CICLO CELULAR
E APOPTOSE

1. Regulacio do ciclo celular

A fracdo de crescimento das células é determinada pela porcentagem de células
que estdo em progressdo no ciclo celular. O ciclo celular corresponde ao intervalo entre
cada divisdo celular e consiste em quatro fases com duracgdo distinta (KAUFFMAN, 1996).
Durante a fase S (sintese) ocorre a replicagdo do DNA e durante a fase M (mitose) observa-
se a separacdo dos cromossomos e divisdo celular, gerando duas células filhas. A fase G;
(gap) € o intervalo entre o fim da mitose e o inicio da proxima fase S. A fase G, € o
intervalo entre o término da fase S e o inicio da M e a fase Gy € representada pelas células

que estdo quiescentes.

Os pontos de checagem do ciclo celular sdo posicdes de controle que asseguram
que eventos essenciais no ciclo celular sejam completados antes de um evento subsequente.
Permitem que haja tempo necessario para o reparo do DNA danificado antes da replicacdo
e mitose. Quebras no DNA parecem induzir uma interrup¢do na fase Gj, adiando a
progressao das células em G para a fase S até que o reparo seja concluido. Outros pontos
de checagem podem ser observados nas células em fase S ou G;. O ponto de checagem em
G, 1impede que as células lesadas entrem em mitose até que o reparo seja feito. Desse
modo, garantem replicacdo e segregacdo cromossOmicas sem ocorréncia de mutagdes ou

aberragdes (figura 1).

A perda de regulacdo de qualquer etapa do ciclo celular pode resultar no
acumulo de células com defeitos genéticos. As proteinas p53 e a p21/WAF-1, induzida pela
pS3, sdo pecas fundamentais na interrup¢do do ciclo celular no ponto de checagem G,/S

(HARRIS et al, 1993; EL-DEIRY et al, 1993).

Quando o ciclo celular é temporariamente interrompido no ponto de checagem
da transi¢ao Gy/S, as células t€m duas possibilidades: progressdo para a fase S ou inicio do

processo de apoptose. A passagem para a fase S requer a ativacdo de enzimas, as quinases
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ciclina-dependentes (CDKs), que ativam as ciclinas, necessdrias para a sintese de DNA

(figura 2). A proteina p21/WAF-1 é um inibidor do complexo ciclina/CDKs.

M G1 S G M
T T 17 71

Parada em Gj. protegao

contra erros de Atraso em G2: protegéao

replicagao de DNA Inibi¢&o do inicio da contra erros mitéticos
(mulltagc.)es,)lntervalos replicagao: protegéo (aberragbes
replicativos contra erros de omi
cromoss6micas
(p53, p21/WAF-,CDKs) replicacdo de DNA )

(mutagbes, intervalos
replicativos)

Figura 1: Pontos de checagem do ciclo celular em resposta a lesdes do DNA

(KAUFMANN & PAULES, 1996).
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Figura 2: Ciclo celular e suas relacdes com as ciclinas, quinases ciclina-dependentes
(CDKs) e a proteina Rb. As ciclinas combinam-se com as respectivas CDKs,
ativando-as; a CDK ativada fosforila proteinas criticas para o progresso no ciclo
celular. A ciclina D ativa CDK 4 e 6, que fosforilam a proteina Rb. A proteina
Rb desfosforilada esté ligada a vdrios fatores de crescimento, entre eles o E2F e
a medida que vai sendo fosforilada, libera o E2F, que ativa genes relacionados
com a sintese de DNA, desencadeando o ciclo de divisdo celular. No final da
mitose, a Rb é desfosforilada, ligando-se com o E2F e inibindo o ciclo celular.
A proteina p53 induz a producdo de p21/WAF-1, um inibidor do complexo
ciclina D/CDK 4/6. (ZAGO & GARICOCHEA, 2001).
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1.1. REGULACAO E FUNCAO DA p53

O gene p53, localizado no cromossomo 17, foi identificado pela primeira vez
em 1979, em virtude de sua associagdo com o virus simiano 40 (SV40) (simian virus 40
large T-antigen) e sua alta expressdo em tumores quimicamente induzidos ou em células

espontaneamente transformadas (LINZER et al, 1979).

O p53 age como um gene supressor tumoral, cuja funcio estd freqiientemente
comprometida nas neoplasias hematoldgicas e ndo hematoldogicas (NIGRO et al, 1989;
WEINBERG et al , 1991; OREN et al , 1992; CESARMAN et al, 1992; NERI et al, 1993;
BALDINI et al, 1994;IMAMURA et al, 1994; OLINER et al, 1994, GREENBLATT et al,
1994). As alteracdes genéticas do p53 nos tumores humanos incluem perdas alélicas,
mutacdes com troca de um aminodcido ou desvio de leitura e dele¢Oes intragénicas.
Mutagdes do p53 sdo encontradas em aproximadamente 50% das neoplasias humanas
(NIGRO et al, 1989; HARRIS et al, 1993; CHANG et al, 1995), sendo a maioria delas
constituida por substitui¢des de bases, que levam a produ¢ao de uma proteina incapaz de se
ligar a0 DNA ou de ativar a transcricdo de genes alvos (VOGELSTEIN et al, 1992;
HARRIS et al, 1993). Alguns desses genes que estdo sob a modulagdo do p53 estdo

descritos na tabela 2.
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Tabela 2: Genes transcricionalmente regulados pelo p53

Ativados pelo p53
Bax/Bak Indutor da apoptose (membro da familia do Bcl-2)
FAS/Apol Indutor da apoptose; receptor da superficie celular
Ciclina G Componente do ciclo celular
GD-AIF Fator inibidor da angiogénese
HICI Gene hypermetelated in cancer
IGF-BP3 IGF-binding protein, insulin growth factor pathway inhibitor
MCK Muscle creatine kinase
Mdm?2 Mouse double minute no.2 oncoprotein; regulador negativo do p53
p21/WAF1-CIP1 Wild-type activated fragment 1: ciclina-CDK e inibidor da replicacdo do DNA;

regulador do ciclo celular

Trombospondina Inibidor da angiogénese
Reprimidos pelo p53
bcl-2 Inibidor da apoptose
c-myc Oncoproteina celular
FGF Fibroblast growth factor
c-fos Oncogene celular
HSP70 Heat shock protein, de 70kDa
IL-6 Interleucina 6; promotora da diferenciagdo da célula B
MDRI Multi-drug resistance glycoprotein 1; transportador de membrana
PCNA Proliferating cell nuclear antigen; fator de proliferagcdao de DNA

TK (HSV) Thymidine kinase of herpes simplex virus

(VELCULESCU & EL-DEIRY, 1996)
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O gene p53 codifica uma proteina de 53kD, que estd envolvida na transcricao
génica, sintese, reparo de DNA e apoptose. (LEVINE et al, 1991; VOGELSTEIN et al,
1992; HARRIS et al, 1993; SACHS & LOTEM, 1993). Sua principal funcdo € interromper
a replicacdo celular no ponto de checagem G,/S do ciclo celular e secundariamente em
G/M (SUGRUE et al, 1997; SCHAWARTZ et al, 1997), na presenca de DNA danificado
por estimulos mutagénicos fisicos e quimicos (FORRESTER et al, 1996; CALMELS et al,
1997). A p53 € ativada através fosforilagdo induzida pela CHK2, uma proteina quinase que

¢ regulada pela ATM (HIRAO et al, 2000).

A interrupcdo no ciclo celular em resposta aos estimulos citotoxicos permite o
reparo dos danos do DNA e é fundamental para a estabilidade genética e viabilidade de
células danificadas. A progressao do ciclo celular para a fase S apds lesdo do DNA, como a
que ocorre em células tumorais com p53 mutante, leva a transmissdo de mutacOes para
outras células, desencadeando o processo neopldsico (VELCULESCU et al, 1996)
(Figura 3).

Se o dano for irreparével, a p53 ativa genes responsdveis pela apoptose, como o
bax, que conduzirdo a célula a apoptose (MYASHITA et al, 1995). A apoptose dependente
do p53 pode, portanto, modular a citotoxicidade de agentes anti-cancerosos, causando
resisténcia clinica as drogas quimioterdpicas (WILSON et al 1997). Em estudos in vitro,
observou-se que linhagens de células com p53 mutante apresentam menor inibi¢do de
crescimento em comparacdo com as células com p53 selvagem quando tratadas com a
maioria das drogas quimioterdpicas (O’CONNOR et al, 1997). Células deficientes em p53
ou que expressam Bcl-2 ou Bcl-xI também sdo resistentes a agentes citotéxicos (LOWE

et al, 1994; FINDLEY et al, 1997).
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Mutacgdes do p53/
perda da fun¢do

/ \

Perda do controle Perda do controle
do ciclo celular da apoptose
mediado pelo p53 mediada pelo p53
Resisténcia a Crescimento
Sintese de drogas tumoral
DNA
Instabilidade Poliploidia

genética

Figura 3: Conseqiiéncias de mutagdes do p53 e neoplasias: perda da regulagdo do controle
do ciclo celular e apoptose, o que resulta em instabilidade genética, poliploidia,
resisténcia aos quimioterdpicos e crescimento tumoral (VELCULESCU et al,

1996).
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A proteina p53 age como um fator de transcri¢do, ligando-se ao gene
p21/WAF-1, um potente inibidor reversivel do ciclo celular na fase Gy, periodo no qual é
feito o reparo do DNA danificado (EL-DEIRY et al, 1993, 1994 e 1995; HARPER et al,
1993; SHEIK et al, 1995). A proteina p21/WAF-1 inibe a funcdo estimuladora do ciclo
celular de um complexo de proteinas (ciclinas e quinases ciclina-dependentes, incluindo o
produto do gene do retinoblastoma, a proteina Rb)(HARPER et al, 1993). Liga-se a
maquinaria transcricional através de uma subunidade chamada TBP. A p21/WAF-1 liga-se
a CDK2 e CDK4, inibindo a fosforilacao da Rb, uma proteina que libera a acdo de 2 fatores
(E2F-DP1) que iniciam a transcricdo génica. Desta forma, hd uma interrup¢do no ciclo
celular, permitindo que o DNA danificado seja reparado. Apds o reparo, hd diminui¢dao nos
niveis da p53, a sintese da p21/WAF-1 € interrompida e o complexo ciclinas-CDKs
fosforila a Rb para liberar novamente a entrada na fase S. Deste modo, a p53 interage e
modifica funcionalmente a proteina Rb, inibindo-a e aumenta a transcri¢do do E2F1 (fator

de transcri¢do promotor da fase S)(Figura 2).

A p53 € regulada pela proteina Mdm?2 através de um mecanismo de regulacao
negativa (WU et al, 1993). A transcricdio da Mdm?2 ¢ induzida pela p53 apds sua
estabilizacdo secunddria a lesdo do DNA. A Mdm?2 se liga ao p53 e inibe sua capacidade de
agir como fator de transcri¢do e supressor tumoral, através do bloqueio do dominio de
transativagdo do p53, além de promover degradacdo da p53, através de ubiquitinizacdo
(LEVINE et al, 1995; DONEHOWER et al, 1993; PIETPOL et al, 1993; HAUPT, et al
1997; KUBBUTAT et al, 1997). Portanto, p53 e Mdm2 formam uma al¢a auto-reguladora,
na qual a p53 limita sua prépria atividade através da producao da Mdm?2 (WU et al, 1993;
LEVINE et al, 1999). Numa célula normal, baixos niveis de p53 inativo sdo mantidos pela
proteina Mdm?2, a qual bloqueia a atividade da p53 no nicleo e a transporta para o
citoplasma para ser degradada por proteossomos citoplasmiticos (FREEDMAN &
LEVINE, 1998).

Em condig¢des normais, a Mdm?2 € controlada pela proteina nucleolar p19 ARF,
a qual seqiiestra a Mdm2 no nucléolo apds ativacdo da proteina c-Myc (WEBER et al,
1999; EISCHEN et al, 1999). Enquanto a ARF e a Mdm?2 estdao no nucléolo, a p53 age no

nicleo das células. Mutagdes da ARF provocam a liberagdo da Mdm2 para o nicleo,
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levando a degradacdo da p53. Portanto, a ARF € essencial no controle da ativa¢do da p53,
pois inibe a exportacdo nuclear da Mdm2 (POMERANTZ et al, 1998; ZHANG et al, 1998;
TAO & LEVINE, 1999; KAMIJO et al, 1999; ZHANG & XIONG, 1999) (figura 4).

P19ARF
MDM2
Ubiquitinacao da p53
¢ degradagdo 1 estabilidade do
P ———
proteossomica p53
~e—— T
MDM2
Crescimento e Pargda de
sobrevivéncia crescimento
celular € apoptose
Figura 4: Mecanismo proposto do controle da p19°*" sobre as fungdes do p53.

Atualmente hd 3 modelos propostos para explicar o controle da exportacao
nuclear da p53: a Mdm?2 pode se ligar a pS3 no ntcleo e mové-la para o citoplasma (ROTH,
1998; TAO, 1999); a p53 pode usar um sinal de exportacdo nuclear (NES) localizado na
sua regido amino-terminal (Zhang & Xiong, 2001) ou carboxi-terminal (STOMMEL et al,
1999) para mediar sua propria exportacdo nuclear ou a Mdm?2 poderia ubiquitinizar a p53

no nucleo para promover sua exportacdao nuclear (GEYER et 1, 2000)(figura 5).

Além da regulacdo da p53, a proteina Mdm?2 também interage com o supressor

tumoral Rb e com o fator de transcri¢cdo E2F (XIAO, 1995: MARTIN, 1995).
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Unstressaed cell

Cyloplasm

Figura 5: Em células ndo estressadas, p53 e Mdm?2 circulam entre o nicleo e o citoplasma.
Ao formar um complexo no niicleo, a Mdm2 ubiquitina a p53, causando sua
saida do nucleo. A degradacdo da p53 mediada pela Mdm2 completa-se no
citoplasma. Sinais de stress (tais como lesdo no DNA) ativam vérias quinases
celulares que adicionam grupos fosfatos a diferentes aminodcidos ao p53. A
modificacdo da conformacdo da p53 pela fosforilagdo, reduz a interagcdo entre
Mdm?2 e p53, interferindo com a ubiquitinacdo e exporta¢do nuclear da p53 pela
Mdm?2. Além disso, a fosforilagdo da p53 promove a interacdo entre p53 e co-
ativadores transcricionais, tais como p300, mascarando os sinais de exportacdao

nuclear da p53. (GOTTIFREDI & PRIVES, 2001).
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1.2. ALTERACOES DAS PROTEINAS REGULADORAS DO CICLO CELULAR
NOS LNH

Alteracdes das proteinas reguladoras do ciclo celular, tais como p53, p21/WAF-

1, Mdm?2 e c-Myc, tém sido descritas nos LNH.
p53

A presenca de rearranjo ou dele¢des do braco curto do cromossomo 17(17p),
onde esté localizado o gene p53, foi observada em pacientes com LNH e relacionado com
progressdo rdapida de doenca, ma resposta a quimioterapia € menor sobrevida
(CABANILLAS et al, 1987; RODRIGUEZ et al, 1991). Em 1992, ICHIKAWA e
colaboradores relataram pela primeira vez a presenca de mutacdes do p53 em LNH

folicular e difuso de linhagem B, relacionado a estadios mais avancados de doenca.

Mutagdes no p53 ocorrem em aproximadamente 35-45% dos linfomas de
Burkitt (GAIDANO et al, 1991; IMAMURA ET AL, 1994), 20-30% dos linfomas
agressivos difusos de grandes células B, raramente em linfomas B indolentes e T.
(IMAMURA et al, 1994; MOLLER et al, 1999). Porém, cerca de um terco dos LNH de
baixo grau de malignidade histolégico adquirem mutagdes na transformagdo para doenca
agressiva, sugerindo que o p53 tem um importante papel na progressdo de doenca
(GAIDANO et al, 1991; ICHICKAWA et al, 1992; LO COCO et al, 1993; SANDER et al,
1993; PROKOCIMER et al, 1994; CHANG et al, 1994; AKASAKA et al, 1996, LENS
et al, 1997).

Alteragdes da proteina p53 podem ser detectadas através da técnica de
imunohistoquimica. Muta¢des de ponto aumentam a meia-vida e a quantidade da proteina,
permitindo a detec¢do por imunohistoquimica nas células tumorais. A sensibilidade da
imunohistoquimica para pS3 mutante € cerca de 75% (GREENBLATT et al, 1994). A
deteccdo da p53 selvagem funcionalmente inativa também € possivel por essa técnica,
quando h4 estabilizacdo da proteina (ligagdo com Mdm?2, virus, lesdio do DNA por agentes
genotoxicos (LANDERS et al, 1997; HALL et al,1993). Falsos negativos podem ocorrer,

como mutagdes que resultam em quebra ou dele¢do da proteina (sem sentido ou com desvio
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de leitura), pois ndo causam acimulo da proteina. Esses tipos de mutagdes correspondem a
cerca de 10% das alteracdes do p53. Portanto, a hiperexpressdo da p53 ndo indica
necessariamente a existéncia de mutagdo no gene (ADAMSON et al, 1995; VILLUENDAS
et al, 1993; CESARMAN et al, 1993; KOCIALKOWSKI et al, 1995), mas pode indicar

alteracdo da func¢do da proteina.

A correlacdo entre presenca de anormalidades do gene p53 e da proteina
(mutac@o ou hiperexpressdo) nos LNH e pior progndstico foi observada em alguns estudos
(GREINER et al, 1996; HERNANDEZ et al, 1996; ICHIKAWA et al, 1997; LENS et al,
1997; KODURO et al 1997; NAGALI et al,1998; CHEN et al, 1999; MOLLER et al, 1999;
CHANG et al, 2000; GRONBAEK et al, 2000) e contestada em outros (PREUDHOMME
et al, 1995; SANCHEZ et al, 1998; SAKAI et al, 1998; OSADA et al, 1999).

p21/WAF-1

A expressdo da p21/WAF-1 € observada em 18-27% dos LNH, com incidéncia
maior nos linfomas CD 30+, os quais co-expressam p53. No entanto, mutacdes do p53 nao
foram observadas nesses casos (CESARMAN et al, 1993). Portanto, a expressao da p53
selvagem, associada ao acimulo da p21/WAF-1 indica uma proteina p53 com funcdo
normal, capaz de ativar a transcri¢do da p21/WAF-1 (MAESTRO et al, 1997). Mutag¢des do
p53 foram detectadas principalmente nos casos com expressdo da p53 e auséncia de
expressao da p21/WAF-1. Portanto, a andlise imunohistoquimica combinada dessas duas
proteinas aumenta a sensibilidade do método na detec¢do de mutacdes do p53 e € vilida
para identificar o estado funcional da proteina (CHILOSI et al, 1995, VILLUENDAS et al,
1997; MOLLER et al, 1999).

Aparentemente nao ha anormalidades estruturais do p21/WAF-1 nos casos onde
ha aumento de sua expressao (MAESTRO et al, 1997). Por outro lado, delecdes dos genes
p21/WAF-1 e pl6/INK4a e perda de expressao das proteinas foram relatadas em variantes

agressivas de linfomas de zona do manto (PYNIOL et al, 1997).
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Mdm?2

O oncogene mdm2 foi originalmente identificado em virtude de sua
amplificacdo numa linhagem tumorigénica de camundongo (CAHILLY-SYNDER et al,
1987). Amplificacdo do mdm?2 estd presente em varios sarcomas humanos (KHATIB et al,
1993) e resulta em hiperexpressao da proteina, que pode ser detectada por
imunohistoquimica em vdarias neoplasias humanas, como melanomas, osteosarcomas e
carcinoma renal, além de vdrios subtipos de LNH agressivos e muito agressivos
(KAWATAMATA et al, 1996; SANCHEZ et al, 1998; MOLLER et al, 1999). Tumores
que apresentam amplificacdo do mdm?2 geralmente contém a p53 selvagem, provavelmente
estabilizada pela Mdm2 (LANDERS et al, 1997). Além da amplificagdo, outra
anormalidade que pode ser encontrada € a presenca de formas alternativas aberrantes do
RNAm da Mdm2, que resultam na perda da regido N-terminal, sitio de ligacdo com a p53,

levando a hiperexpressao da p53 (BARTEL et al, 2001).

PCNA

A proteina PCNA €é um importante marcador de proliferacdo celular,
correlacionando-se com outros marcadores de atividade proliferativa em linfomas, tais

como Ki-67, MIB-1 e fragcao de fase S (PICH et al, 1994).

A PCNA € uma proteina de 29 kD envolvida na sintese de DNA e relacionada a
fase S do ciclo celular. A PCNA € um componente do complexo CDK e um co-fator para a
DNA polimerase (J ONSSON et al, 1997). Adere a DNA polimerase a fita de DNA e
facilita o processo de sintese de DNA durante a fase S do ciclo celular. Além disso, interage
com uma série de proteinas, tais como o inibidor das ciclinas p21/WAF-1, varias
ciclinas/CDKs e Gadd45. Essa dltima proteina liga-se ao PCNA, inibe a entrada das células
na fase S e parece estimular in vitro a excisdo dos nucleotideos para reparo do DNA
(SMITH et al, 1994). A interacdo de PCNA com a p21/WAF-1 inibe a capacidade do
PCNA de ativar a DNA polimerase, interrompendo a sintese de DNA (figura 8).
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c-Myc

O proto-oncogene c-myc € um andlogo celular do oncogene v-myc, o gene do
retrovirus MC19, implicado na patogénese de tumores em aves. Estd localizado no
cromossomo 8q24. Esse proto-oncogene tem um papel critico no controle da proliferagao
hematopoiética. A inducdo da Myc dirige as células da fase Gy para a fase G; do ciclo
celular (OBAYA et al, 1999). A proteina Myc pode agir como uma reguladora bivalente,
determinando proliferacdo celular ou apoptose, dependendo da sua ligacdo com seus
heterodimeros, Mad e Max. O complexo Myc/Max estimula a proliferacdo, enquanto o

complexo Mad/Max inibe a fun¢do do Myc.

A importancia da desregulacdo do c-myc pode ser observada nos linfomas de
Burkitt, na qual o gene myc localizado no cromossomo 8 se justapde ao enhancer da cadeia
pesada da imunoglobulina, localizado no cromossomo 14, mais freqiientemente. Essa
translocacdo resulta em hiperfuncdo do c-myc e vantagem proliferativa importante na

génese deste linfoma.

Mutagdes de ponto do c-myc foram identificadas em alguns casos de LNH tipo
MALT e em linfomas nodais, embora ndo fosse detectado rearranjo génico por Southern
Blot (PENG et al, 1997). Nos LNH anaplasicos CD 30 + é encontrada uma alta freqiiéncia
de ativacao do c-myc (INGHIRAMI et al, 1994).

A presenca de rearranjo do c-myc nos linfomas difusos de grandes células B
ainda tem significado controverso em termos de prognéstico (LADANYI et al, 1991;
VITOLO et al, 1998; KRAMER et al, 1998; KAWASAKI et al, 2001). No entanto, a

expressao da proteina parece ter um impacto negativo na sobrevida (CHANG et al, 2000).

O p53 é um regulador da transcricdo do c-myc: a p53 selvagem inibe a
expressdo da proteina c-Myc, induzindo apoptose. Por outro lado, a proteina c-Myc
favorece a apoptose induzida pela acdo citotoxica do TNF, inibindo vias anti-apoptédticas

(PRENDERGAST et al, 1999).
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2. GENES E PROTEINAS ENVOLVIDOS NA REGULACAO DA APOPTOSE
(BCL-2, BAX, BAK, MCL-1)

O processo de apoptose visa a eliminagdo de células que perderam a fun¢do ou
viabilidade. Envolve a acao de vérios genes pré-apoptéticos e ativagdo de uma cadeia de

enzimas que degradam o DNA (caspases)(GOTTLIEB, RA, 2001).

A familia das proteinas relacionadas a Bcl-2 agem sob a forma de dimeros, ora
induzindo (Bax, Bak, Bcl-xs, Bad, Bid), ora inibindo a apoptose (Bcl-2, Bcl-x1, Mcl-1)
(KROEMER, 1997; HERR & DEBATIN, 2001). Essas proteinas controlam o status da
permeabilidade da mitocondria e o efluxo de fons ou proteinas, principalmente do
transportador de elétrons citocromo c. As proteinas Bcl-x1 e Bel-2 inibem o efluxo de ions,
enquanto que os membros pré-apoptéticos promovem o efluxo. Bad e Bid ndo sdo capazes
de formar poros na membrana, mas possuem um sitio de ligacdo (BH3) que age removendo
as proteinas pré-apoptoticas de seus parceiros antiapoptéticos, promovendo a formacao de

poros através da acdo da proteina pré-apoptoética (figura 6).
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Figura 6: Membros da familia da proteina Bcl-2 e suas intera¢des, com inducdo (Bax/Bax;

Mcl-1, Bak) ou inibi¢do da apoptose (Bax/Bcl-2; Bcl-2/Bcl-2) (SILVA, 1999).
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A Bcl-2 é uma oncoproteina de membrana localizada nas membranas da
mitocOndria, reticulo endoplasmdtico e envelope nuclear. Possui agdo anti-apoptotica.
Portanto, desregulacdo da expressdo do bcl-2 pode levar a sobrevivéncia anormal de células

B com actimulo de lesdes genéticas adicionais, levando ao desenvolvimento dos linfomas.

A p53 selvagem € capaz de exercer um efeito de regulagdo negativa sobre a
Bcl-2, promovendo apoptose (FINDLEY et al, 1997). Essa ag¢do ocorre através da ativagao
da transcri¢ao do bax (MY ASHITA et al, 1995: YIN et al, 1997), que codifica uma proteina
homdloga a Bcl-2. A Bax autodimeriza-se ou dimeriza-se com a Bcl-2 e promove apoptose
quando sua producgdo estd aumentada. As proteinas pré-apoptéticas Bax e Bak também sao

reguladas diretamente pela p53, conforme descrito por PEARSON et al, 2000.

A Bax causa a morte celular através da formacdo de poros na mitocOndria,
causando a liberacdo de citocromo ¢ no citosol e ativacdo das caspases, moléculas
proteoliticas que levam a fragmentacdo nuclear e morte celular (ROSSE et al, 1998). A
proteina Bcl-2 interfere com a ativacdo das caspases inibindo a liberacdo do citocromo ¢

(KLUCK et al, 1997; YANG et al, 1997), inibindo a apoptose (Figura 7).
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Figura 7: Mecanismo de apoptose celular. O receptor de apoptose (esquerda) é acionado
pela CD95, induzindo a formacdo de um complexo de morte celular. Esse
complexo recruta , via a molécula adaptadora FADD e miiltiplas moléculas de
procaspase-8, que resultam na ativacdo da caspase-8. A apoptose via mitocondria
€ controlada por membros da familia Bcl-2. O estimulo de morte celular induz a
liberacdo de citocromo c, AIF, Apaf-1 e outros fatores da mitocondria. A
associacao da caspase 9, citocromo ¢ e Apaf-1 forma o apoptossomo. A apoptose
via mitocondria e via receptor de morte convergem para a ativacdo de caspase-3,
resultando em clivagem de substratos celulares e apoptose (HERR & DEBATIN,
2001).
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Em resumo, a p53 € elemento central no controle da proliferagao celular e da
apoptose. A préxima figura (figura 8) exemplifica e resume as principais inter-relagdes

entre as diferentes vias de indug@o da apoptose e controle do ciclo celular.

Em vista disto, surge o objetivo central deste trabalho, ou seja, avaliar a
influéncia da expressdo de proteinas envolvidas no ciclo celular e apoptose na evolugao de

pacientes com linfomas ndo-Hodgkin agressivos.
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OBJETIVOS



1. Avaliar a expressao das proteinas p53, p21/WAF-1, c-Myc, Mdm2 e PCNA
em pacientes com linfomas nao-Hodgkin de alto grau de malignidade

histolégico.

2. Nos pacientes com linfomas agressivos, correlacionar a expressdo das
proteinas reguladoras do ciclo celular (p53, p21/WAF-1, Mdm2, c-Myc e
PCNA) e das proteinas envolvidas com apoptose (Bcl-2, Bax, Bak e Mcl-1)
com: tipo histologico, fatores progndsticos, resposta a quimioterapia,

sobrevida global (SG) e livre de doencga (SLD).

3. Avaliar a presenca de mutacdes do gene p53 nos linfomas agressivos com

hiperexpressao da proteina p53.
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1. PACIENTES E AMOSTRAS

Neste estudo retrospectivo, foram avaliadas 113 amostras de ganglios de
pacientes com diagndstico andtomo-patologico de linfoma nao-Hodgkin de alto grau de
malignidade histolégico, realizado pelo Departamento de Anatomia Patolégica do HC
Unicamp entre 1978 e 1997. O material foi fixado em formol e embebido em parafina. Os
casos foram reclassificados de acordo com a classificacdo REAL (CHAN et al, 1994;
HARRIS et al, 1994)(tabela 3) e submetidos a andlise imunohistoquimica com os

anticorpos anti-p53, anti-p21/WAF-1, anti-Mdm?2, anti-c-Myc e anti-PCNA.

A correlagdo da expressdo das proteinas acima citadas com fatores
progndsticos, resposta a quimioterapia, sobrevida global (SG) e livre de doenca (SLD), foi
realizada nos pacientes com linfomas agressivos que apresentavam informacdes clinicas
suficientes. Nos LNH difusos de grandes células B, também foi avaliada a correlag@o entre
expressdo de proteinas reguladoras da apoptose (p53, Bax, Bak, Mcl-1 e Bcl-2) com fatores
progndstico e sobrevida. Pesquisa de mutacdo do gene p53 foi realizada nos casos com

linfomas agressivos com hiperexpressdo da pS3.

O estadiamento inicial dos pacientes com linfomas agressivos incluiu: historia,
exame fisico, dosagem da lactato desidrogenase (LDH), ultrassonografia e/ou tomografia
computadorizada (CT) de abdome), RX e/ou CT de térax e bidpsia de medula 6ssea. Os
pacientes foram classificados de acordo com Ann Arbor (CARBONE et al, 1971) e o
Indice Prognéstico Internacional (IPI) (SHIPP et al, 1993). Pacientes com idade superior a
60 anos foram tratados com CHOP-Bleo (RODRIGUEZ et al, 1977) e os demais com
esquemas de terceira geragdo (MACOP-B, F-MACHOP ou VACOP-B)(KLIMO et al,
1985; AMADORI et al, 1985; O'REILLY et al, 1991;). Remissdo completa (RC) foi
definida como normaliza¢do dos achados fisicos e radioldgicos, quatro semanas apds o
ultimo ciclo de quimioterapia. Remissdo parcial (RP) foi definida como uma redugdo de
50% da massa tumoral inicial. Pacientes que ndo preenchessem os critérios acima foram

considerados ndo respondedores (NR).
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Tabela 3: Classificagdo histopatolégica dos 113 analisados e correspondéncia as

classificagdes de Kiel, Working Formulation e WHO

Kiel Working Formulation REAL WHO N
Linfoblastico Linfoblastico Linfoma precursor B ou T Leucemia/linfoma 8
linfoblastico precursor B ou T
Burkitt Burkitt Burkitt Leucemia/linfoma de 15
Burkitt
Centroblastico Difuso de grandes células Difuso de grandes células B Difuso de grandes 60
células B
Anaplésico Difuso de grandes células Anapldsico de grandes Anaplésico de grandes 7
células, CD 30+ células, CD 30+
Imunobléstico Difuso de grandes células Difuso de grandes células B Difuso de grandes 12
imunoblastico células B
T Difuso misto de pequenas e T- periférico sem T- periférico sem 11

grandes células

especificacdo

especificacdo

Adaptado de HIDDEMANN et al, 1996.

2. TECNICAS LABORATORIAIS

2.1. Imunohistoquimica

A expressdo de p53, p21/WAF-1, Mdm2, c-Myc e PCNA foi determinada
através de 2 técnicas: técnica de imunoperoxidase convencional (HSU et al, 1981) com
algumas modificagdes (p53, c-Myc, PCNA) e imunohistoquimica com amplificacdo de
sinais (CSA) (p21/WAF-1, Mdm?2). As reacOes imunohistoquimicas para avaliagdo da
expressao das proteinas Bcl-2, Bax, Bak e Mcl-1 foram realizadas pelo aluno de Mestrado
Marcos Damido Alves da Silva e os detalhes da técnica imunohistoquimica utilizada estio

descritas em sua tese de mestrado (SILVA, 1999).
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2.2. Técnica de extragdao do DNA de tecido embebido em parafina (DNAeasy tissue kit
(QIAGEN, Germany). Foi realizada extracdo de DNA dos blocos de parafina dos

casos com linfomas agressivos que apresentaram hiperexpressao de p53.

2.3. Amplificagdo do DNA através da técnica da reacdo em cadeia da polimerase

(PCR) (SAIKI et al, 1988), usando-se iniciadores dos éxons 5 a 9 do gene p53.

2.4. Purificacdo dos produtos do PCR (QIA quick purification kit - QIAGEN,

Germany)

2.5. Sequenciamento direto dos produtos do PCR dos éxons 5 a 9

2.1. IMUNOHISTOQUiMICA - REAGENTES
Anticorpos primarios:

- p53 (clone DO-7): anticorpo monoclonal de camundongo, isotipo 1gG2b,

kappa (Dako, Dakopatts, Copenhagen, Denmark) , dilui¢do 1:50

- p21/WAF-1(clone EA10): anticorpo monoclonal de camundongo, isotipo
IgG1(Calbiochem, Cambridge, Massachusetts), diluicao 1:150

Os anticorpos primdrios citados abaixo sdo provenientes de Santa Cruz

Biotecnology, Inc., California - USA.

- ¢-Myc (9E10, SC-40): anticorpo monoclonal de camundongo, isotipo IgGl1,
diluicao 1:80

- PCNA (PC10, SC-56): anticorpo monoclonal de camundongo, isotipo
IgG2a, diluicao 1:100

- Mdm2 (SMP14, SC-965): anticorpo monoclonal de camundongo, isotipo
IgG1, diluicao 1:150
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- Bcl-2: IgG1 anti-proteina Bcl-2, monoclonal obtida da fusdo de células de
mieloma de camundongo com células esplénicas de camundongo imunizado

com proteina Bcl-2 de origem humana.

- Bax: anticorpos policlonais purificados em coluna cromatogréfica de
afinidade contra uma por¢ao amino terminal de proteina Bax de origem

murina (reativo com proteina humana).

- Bak - anticorpo policlonal purificado por coluna de afinidade e obtido a
partir da imunizacdo de carneiros contra o peptideo correspondente aos
aminodcidos assim numerados na porcdo 82 a 104 da proteina de origem

humana.

- Mcl-1 - anticorpo policlonal originado em coelho imunizado com um
peptideo de origem humana correspondendo aos amino-4cidos 121 - 139, e

purificado por coluna de afinidade.

Anticorpo secunddrio (Multilink) e complexo avidina-biotina (ABC):
provenientes da Dako Corporation (Dinamarca). O substrato utilizado para revelagdo foi a

diaminobenzina (DAB), da marca SIGMA - USA.

Na técnica de imunohistoquimica com amplificacdo de sinais, foi utilizado o kit
de amplificacio CSA (Dako Catalyzed Signal Amplification (CSA) System), Dako
Corporation, Carpinteria, CA

2.1.1. Técnica de imunoperoxidase: utilizada nas reacoes com os anticorpos p53,

c-Myc e PCNA.
Os cortes foram colocados em laminas previamente silanizadas.

A desparafinizagdo foi feita com xilol a 65°C durante 15 minutos, depois a
temperatura ambiente por 10 minutos (2x); hidratagdo progressiva com &dlcool a 100%

(2 minutos, 2x consecutivas), a 80% e 50% por 2 minutos.
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Realizou-se o bloqueio da atividade da peroxidase enddgena através da
incubagdo dos cortes em solucdo de H>O, a 3% e metanol durante 15 minutos, seguido de

lavagem com 4gua corrente, destilada e tampao PBS.

Em seguida, os cortes foram aquecidos em tampao citrato 0.01M pH-6.0 com o
objetivo de melhorar a reatividade dos epitopos com os anticorpos. O aquecimento foi
realizado em forno de microondas, na poténcia mixima , durante 7 minutos, 3 vezes
consecutivas para o anticorpo pS3 e 2 vezes para os demais anticorpos. Para o anticorpo
pS3 fez-se primeiro o aquecimento no microondas e posteriormente a inativacdo da
peroxidase enddgena. O excesso de tampao foi retirado e os cortes foram incubados com o

anticorpo primdrio em camara timida "overnight" a 4°C.

Coloracdo: apds retirar as laminas da incubagdo com o anticorpo primario
foram feitas 3 lavagens com tampdo PBS de 5 minutos cada a temperatura ambiente. As
laminas foram secas com papel filtro e incubadas por 60 minutos a temperatura ambiente
com o anticorpo secunddrio policlonal (multi-link). Em seguida, foram lavadas novamente
com tampao PBS e incubadas por 40 minutos com o complexo strepto-avidina-biotina-
peroxidase. Apds nova lavagem em tampdao PBS, foram coradas com diaminobenzidina

(DAB) e H,0O; (5 minutos).

As laminas foram lavadas com dgua para retirar o excesso de DAB e foram
contracoradas com hematoxilina de Mayer . A seguir, as laminas foram desidratadas com

alcool a 100% e xilol e montadas em resina sintética.

2.1.2. Imunohistoquimica — CSA (Mdm2 e p21/WAF-1)
Etapas:
1. Desparafinizagdo e hidratagdo idem técnica anterior.

2. Inativacdo da peroxidase enddgena : os cortes foram cobertos com peroxido

de hidrogénio por 5 minutos e lavados com dgua destilada.
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3. Aquecimento dos cortes em tampao citrato 0.01M pH-6.0 com o objetivo de
melhorar a reatividade dos epitopos com os anticorpos, em forno de

microondas, poténcia mixima, 2 vezes consecutivas durante 7 minutos.

4. Bloqueio protéico: o excesso de liquido foi retirado com papel filtro e o soro
normal (do kit) foi pingado sobre os cortes, seguido de incubac¢io durante 5

minutos. O excesso do soro foi retirado com papel filtro.

5. O anticorpo primdrio foi aplicado nos cortes, seguido de incubacdo por 15

minutos.

6. Os cortes foram lavados 2 vezes com solugdo de lavagem (Tris HCL 0.05 M
pH 7.6, NaCl 0.3M e 0.1% Tween 20) durante 5 minutos e 5 minutos com

solucdo PBS. O excesso da solugdo foi retirado com papel filtro.

7. O anticorpo de ligacdo do kit foi aplicado nos cortes, seguido da repeticao

da etapa 6.

8. O complexo streptavidina-biotina foi aplicado nos cortes, seguido de

incubagdo por 15 minutos e repeticdo da etapa 6.

9. Foi feita a aplicacdo do reagente de amplificacdo aos cortes, seguido de

incubacgdo por 15 minutos e repeti¢ao da etapa 6.

10. Aplicacdo da streptavidina-peroxidase, seguido de incubag¢do por 15

minutos e repeticdo da etapa 6.

11. A solucdo com substrato cromogénico foi aplicada nos cortes histologicos

seguida de incubacdo de 1-5 minutos e lavagem com 4gua destilada.

12. Colorac@o e montagem idem técnica anterior.
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2.1.3. Analise da reacao

As células foram consideradas positivas quando um padrio de coloracao
distinto foi visualizado no nicleo e/ou citoplasma dependendo do anticorpo. A avalia¢do da
expressdo antigénica foi realizada de modo semiquantitativo, por trés observadores, através
da porcentagem de células positivas, avaliada em 5-10 campos representativos (minimo de
1000 células tumorais) no aumento de 400X do microscépio Optico. Pontuacdo:

0 - negativa, 1 a 9%- +, 10% a 50% - ++, > 50%, +++.

Controles positivos e negativos foram utilizados em cada reacao. Nos controles
negativos aplicava-se tampao PBS ao invés do anticorpo primdrio ou o reagente de controle
negativo, quando realizada imunohistoquimica com a técnica de amplificacdo de sinais

(CSA).
Controles positivos:
- p53: adenocarcinoma de mama positivo
- p21/WAF-1 e c-Myc: célon normal
- Mdm?2: carcinoma de pele ou prostata positivos
- PCNA: tonsila normal
- Bcl-2 e Mcl-1: células endoteliais
- Bax: células endoteliais e macréfagos
- Bak: células endoteliais e neutrofilos

O status pS3/p21WAF-1 foi avaliado dividindo-se os pacientes em trés grupos:
grupo A - casos com auséncia de expressdo da p53 expressdo presente ou ausente da
p21/WAF-1; grupo B - expressao da p53 e auséncia de expressao da p21/WAF-1 e grupo C
- casos com co-expressao da p53 e p21/WAF-1
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2.2. EXTRACAO DE DNA DE TECIDO EMBEBIDO EM PARAFINA - DNAEASY
TISSUE KIT (QIAGEN, GERMANY)

Cerca de 25 mg de tecido embebido em parafina foram cortados ou raspados
com bisturi estéril e colocados dentro de um tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, estéril.
Colocou-se 1200 ul de xileno, misturando-se com vortex. Centrifugou-se a amostra 5
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido através de pipetagem, com o
cuidado de ndo se remover o “pellet”. Colocou-se 1200 pl de etanol absoluto no “pellet”
para remover o Xxileno residual. Misturou-se com vértex, seguido de centrifugacdo a
velocidade maxima durante cinco minutos. O etanol foi removido com pipeta. Essa etapa
foi realizada novamente. O tubo de microcentrifuga foi incubado aberto em temperatura de

37° C por 10-15 minutos para evaporacao do etanol.

Neste tubo, foram adicionados 180 ul de tampao ATL (tampao de lise), além de
20 ul de proteinase K. Apds agitagdo com o vortex, o material foi incubado a 55°C até o
tecido ser completamente lisado. Misturou-se com vortex ou no banho em agitagdo. O
tempo de lise variou de acordo com o tecido e quantidade. O material permaneceu no banho
de 1-3 h. Se ndo ocorresse digestdo completa, adicionava-se mais proteinase K e o material

era deixado "overnight" no banho.

ApO6s a incubagdo, a amostra era pipetada dentro da coluna proveniente do Kkit.
O fluido que passava pela coluna era descartado. Adicionou-se 200 ul de tampao AL a
amostra. Foi feito mistura vigorosa com vortex e incubag¢do a 70°C durante 10 minutos.
Adicionou-se 200 pl de etanol absoluto a amostra e misturou-se vigorosamente no vortex.
A mistura dessa etapa foi pipetada dentro da coluna do kit colocada num tubo de 2 ml.
Realizou-se centrifugacido a 8000 rpm por 1 minuto. Descartados o liquido e o tubo coletor.
A mini-coluna foi colocada num tubo coletor novo de 2 ml e adicionou-se 500 ul de
tampao AW1 (tampao de lavagem), seguido de centrifugacdo durante 1 minuto a 8000 rpm.
Descartou-se o liquido e o tubo coletor. A mini-coluna foi colocada num tubo de 2 ml e
adicionou-se tampao AW?2 (tampao de lavagem), seguido de centrifugacdo por 3 minutos a
velocidade méxima para secagem da membrana da coluna. Descartou-se o liquido e o tubo

coletor. A coluna foi colocada num tubo limpo de microcentrifuga , de 1.5 ou 2ml e 100-
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200 pl de tampao AE (tampao de elui¢do) foram pipetados dentro da coluna, diretamente na
membrana. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 1 minuto e
centrifugadas a 8000 rpm por 1 minuto para elui¢do. A eluicdo foi novamente repetida

conforme descrita na etapa acima, em outro tubo de 1.5 ml

2.3. AMPLIFICACAO DO DNA EXTRAIDO DOS TECIDOS EMBEBIDOS EM
PARAFINA PELA TECNICA DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE
(PCR), USANDO INICIADORES DOS EXONS 5-9

As reacdes foram realizadas num volume final de 50ul contendo 200-500ng de
DNA, 10 mM Tris-HC1 pH 8,5, 1,5 mM MgCl (50mM KCI, 1,0 mM de cada
deoxi-nucleotideo trifostato (1ATP, dGTP, dTTP, dCTP), 50 ng de cada iniciador e 0.25 U
de Tag DNA Polimerase (Gibco). Foram utilizados iniciadores comerciais (Clontech e
Gibco, Life Technologies do Brasil Ltda) (tabela 4). A desnaturacdo das amostras foi
realizada a 94°C durante 5 minutos. Posteriormente foram submetidas a 35 ciclos de
amplificacdo, sendo que o tempo e temperatura de desnaturacdo, anelamento e extensdao
variaram de acordo com cada iniciador (tabela 5), finalizando com 7 minutos a 72°C. As
reacOes foram realizadas em cicladores automdticos de temperatura. O material amplificado
foi separado em gel de agarose a 1-2% e entdo visualizado sob a luz ultravioleta apds

coloracdo com brometo de etidio.
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Tabela 4: Iniciadores usados no PCR do gene p53

Exon Seqiiéncia dos iniciadores (5’ a 3°) Tamanho do
fragmento (pb)
5 Sense - CTC TTC CTG CAG TAC TCC CCT GC 211

Antisense- GCC CCA GCT CGT CAG CAT CGC TA

6 Sense — GAT TGC TCT TAG GTC TGG CCC CTC 185

Antisense — GGC CAC TGA CAA CCA CCC TTA ACC

7 Sense — GTG TTG TCT CCT AGG TTG GCT CTG 139

Antisense- CAA GTG GTC CCT GAC CTG GAG TC

8 Sense — ACC TGA TTT CCT TAC TGC CTC TGG C 200

Antisense — GTC CTG CTT GCTTAC CTC GCT TAG T

9 Sense — GCC TCT TTC CTA GCA CTG CCC AAC 102

Antisense — CCC AAG ACT TAG TAC CTG AAG GGT G

Tabela 5: Padronizacao da técnica de PCR para o gene p53

Exon desnaturacio anelamento extensao
5 94° -30" 58°-45" 72° - 45"
6 94° -1 64°-1' 72° -1
7 94°-1' 62°-1' 72° - 20"
8 94° -1 60°-1' 72° -1

9 94° -1 58°-1 72° -1
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2.4. PURIFICACAO DOS PRODUTOS DO PCR (QIA QUICK PURIFICATION
KIT - QIAGEN, GERMANY)

Etapas:

1- Adicionou-se 5 volumes de tampao PB para um volume de PCR.

2- A mistura foi colocada na coluna prépria do kit, sobre um tubo de 2 ml.

3- Centrifugacdo durante 30-60" a 13000 rpm, para ligacdo do DNA na coluna.
4- O fluido que permaneceu no tubo foi descartado.

5- Adicionou-se 750 ul de tampdo PE na coluna. Centrifuga¢do durante 30-60"
a 13000 rpm.

6- O fluido que ficou no tubo foi descartado e a amostra centrifugada por mais

1 minuto, a velocidade maxima.
7- A coluna foi colocada num tubo de 1,5 ml.

8- Para elui¢do do DNA, adicionou-se 30-50 pl de tampao EB na membrana da
coluna. A amostra foi centrifugada durante 1 minuto, a 13000 rpm apés 1

minuto de repouso.

2.5. SEQUENCIAMENTO DAS AMOSTRAS AMPLIFICADAS -
SEQUENCIADOR AUTOMATICO ABI-PRISM 377.

Preparo das reagcdes: num tubo estéril foi colocado 15-45 ng de DNA, 1,6 pMol

do iniciador e 4 pl de Big Dye. Adicionou-se dgua, sendo o volume final 10 pl.

As reacdes foram colocadas num ciclador automético de temperatura (MJ). A
desnaturacdo das amostras foi realizada a 96°C durante 1 minuto. Posteriormente foram
submetidas a 25 ciclos de amplificacdo, com a seguinte seqiiéncia de desnaturacgdo,
anelamento e extensdo: 96°C- 107, 57°C - 57, 60°C- 4°), finalizando com 10 minutos de

extensdo a 60°C.
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Purificacdo: adicionou-se 80 pl de isopropanol a cada amostra. As amostras
foram deixadas em temperatura ambiente durante 20 minutos. Centrifugadas durante 15
minutos a 12000 rpm (21°C). Descartado o sobrenadante. Colocado 150 pl de etanol 70%.
Centrifugacdo durante 10 minutos a 12000 rpm (21°C). Descartou-se o sobrenadante. As

amostras foram secas com o tubo aberto em temperatura de 65°C durante 5 minutos.

3. ANALISE ESTATISTICA

Para descrever o perfil do grupo estudado segundo as diversas varidveis
analisadas, foram feitas tabelas de freqiiéncia das varidveis categdricas e estatisticas
descritivas (média , desvio-padriao, mediana e valores minimo e maximo) das varidveis

continuas.

Para analisar a relacdo entre duas varidveis categdricas (varidveis clinicas,
expressao das proteinas p53, p21/WAF-1, c-Myc, Bcl-2, Bax, Bak e Mcl-1, comparacao
entre o grupo de sobrevida curta e o grupo de sobrevida longa) foi utilizado o fteste

Qui-Quadrado ou, quando o subgrupo fosse pequeno, o feste exato de Fisher.

Para analisar a correlacdo entre as proteinas reguladoras da apoptose, foi

utilizado o teste de Spearman.

Para estimar a sobrevida global (SG) e livre de doenca (SLD) foi utilizada a
curva de sobrevida com estimador de Kaplan-Meier. Para comparar as sobrevidas de
acordo com algum fator de interesse na sobrevida foi utilizado o teste Log-rank. Para
verificar a influéncia dos diversos fatores analisados de interesse na sobrevida foi utilizada

a Andlise de Regressdo de Cox, com modelo de riscos proporcionais.
O nivel de significancia adotado foi de 5%, ou seja, P<0.05.

Andlise univariada. As variaveis analisadas foram idade (< 60 vs > 60), LDH
(nl vs > normal), presenca de RC (sim vs ndo), sintomas B (sim vs ndo), infiltracdo de
medula éssea (sim vs ndo), pS3 (neg vs pos), pS3 (0, + vs ++, +++), Bcl-2 (neg vs pos),

Bax (neg vs pos), Bak (neg vs pos), Mcl-1 (neg vs pos). Idade e LDH foram também
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analisadas como varidveis continuas, através do teste de Mann-Whitney. O teste de
Kruskal-Wallis foi usado para a comparacdo entre LDH e expressdo das proteinas.

Diferencas foram consideradas significativas se P< 0.05.

Andlise de regressdo de Cox foi realizada para cada varidvel, calculando-se o
intervalo de confianga e o risco relativo de cada varidvel em termos de sobrevida. As
varidveis incluidas foram idade, Ann Arbor (I, II vs III, IV), infiltracdo de medula dssea
(pos vs neg), sintomas B, p53 (0,4 vs ++, +++), Bak (0,+,++ vs +++), Mcl-1 (0,++ vs +++),
Bax (0,++ vs +++) e tratamento (CHOP vs outros esquemas). Diferencas foram
consideradas significativas se P< 0.05. Foram levadas para andlise multivariada todos os
pardmetros com P<0.2. O teste de X° foi usado para comparacdo entre as caracteristicas

clinicas entre os grupos de sobrevida curta e longa e os resultados da imunohistoquimica.

Anadlise multivariada. Foi calculada através do modelo de regressdo de Cox e
andlise de regressdo logistica com modelo logito. Diferengas foram consideradas

significativas se P< 0.05.

Para a andlise estatistica foram utilizados os seguintes programas: SAS System
for Windows (Statistical Analysis System), version 6.12. SAS Institute Inc, 1989-1996,
Cary, NC, USA, SPSS for Windows, version 10.0.5 (Nov 27,1999). SPSS Inc, 1989-1999,
Chicago, IL, USA e Winstat.
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1. EXPRESSAO DAS PROTEINAS P53, P21/WAF-1, MDM2 C-MYC E PCNA NOS
LNH DE ALTO GRAU DE MALIGNIDADE HISTOLOGICO (TABELA 6).

Foi observada coloracdo nuclear nas reagdes com os anticorpos p53, PCNA,
p21/WAF-1 e Mdm?2. Coloragdo nuclear e citoplasmética foi observada com o anticorpo c-
Myc. A intensidade da coloragdo da reacdo variou de acordo com o tipo de anticorpo
utilizado, sendo menor nas reagdes com o p53 € maior com os outros anticorpos. Nas

figuras 9 -15 encontram-se exemplos das reacdes imunohistoquimicas.

Expressdao de p53 foi detectada em 50% dos linfomas de Burkitt, 36% dos
linfomas T-periféricos, 33% dos linfomas anaplasicos, 28% dos linfomas difusos de

grandes células B e em 12,5% dos linfomas linfoblasticos.

Expressdao da proteina p21/WAF-1 foi observada em 40-57% dos linfomas

analisados, sendo mais freqiiente a expressao nos linfomas anaplasicos (57%).

A proteina Mdm?2 foi detectada em 25-33% dos casos, porém hiperexpressao

com padrao +++ foi observada somente nos linfomas difusos de grandes células B.

A expressao de c-Myc variou de 69,5% a 75% nos linfomas de Burkitt,
linfoblastico e difusos de grandes células B. Nos linfomas anaplésicos apenas 40% dos

casos foram positivos.

Nao houve diferenca significativa na presenga de expressao das proteinas p53,
p21/WAF-1, Mdm?2 e c-Myc quando comparados os linfomas difusos de grandes células B
com os linfomas T-periféricos. No entanto , a expressdo de p53 tende a ser menor nos

linfomas linfoblasticos quando comparados com os linfomas de Burkitt (P=0.09).

A expressao de PCNA foi alta em todos os grupos, porém os linfomas de

Burkitt e linfobléstico apresentaram maior porcentagem de células PCNA positivas.
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Tabela 6: Andlise imunohistoquimica de 113 casos de LNH de alto grau de malignidade

histologica, com os anticorpos p53, p21/WAF-1, Mdm2, c-Myc e PCNA

Tipo histologico n Expressao p53 P21/WAF1 Mdm?2 c-Myc PCNA
(REAL) (113) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Difuso de 72 0 50 (72.5) 38 (54.5) 40 (74) 15 (26.5) 0
grandes células B + 9(13) 24 (34.5) 9 (16.5) 12 (21.5) 0
++ 5(7.25) 5(7) 4(7.5) 17 (30.5) 32 (46.5)
4+ 5(7.25) 34) 1(2) 12 (21.5) 37 (53.5)
NA 3 2 18 16 3
Burkitt 15 0 7 (50) 6 (46) 6 (66.5) 4 (30.5) 0
+ 0 4 (31) 2 (22.5) 5(38.5) 1(7.5)
B ++ 4 (28.5) 2 (15.5) 1(11) 3(23) 2 (15.5)
+++ 3(21.5) 1(7.5) 0 1(8) 10 (77)
NA 1 2 6 2 2
T-periférico 11 0 7 (64) 6 (60) 8 (100) 1(11) 0
+ 2 (18) 3 (30) 0 1(11) 0
++ 2 (18) 1(10) 0 6 (67) 6 (60)
o 0 0 0 1(11) 4 (40)
NA 0 1 3 2 1
Linfoblastico 8 0 7 (87.5) 4(57) 5(71.5) 2 (25) 0
+ 1(12.5) 3(43) 2 (28.5) 3(37.5) 1(14.5)
++ 0 0 0 2 (25) 0
+++ 0 0 0 1(12.5) 6 (85.5)
T NA 0 1 1 0 1
Anapldsico 7 0 4 (67) 3(43) 2 (66.5) 3 (60) 0
CD30+ + 1(16.5) 3(43) 1(33.5) 0 2(33.3)
++ 0 1(14) 0 2 (40) 2(33.3)
+++ 1(16.5) 0 0 0 2(33.3)
NA 1 0 4 2 1

Legenda: 0 - expressdo negativa; + (1-9% de células positivas), ++ (10-50%), +++ (>50%), NA - ndo

avaliavel.
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Figura 9: Corte histolégico de adenocarcinoma de mama. Reac¢do imunohistoquimica

positiva com o anticorpo p53 (controle positivo)
e Raa
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Figura 10: Corte histolégico de ginglio de um paciente com LNH difuso de grandes
células B. Reacdo imunohistoquimica com o anticorpo p53. As setas indicam

exemplos de células positivas.
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Figura 11: Corte histolégico de célon normal. Rea¢do imunohistoquimica utilizando-se o anticorpo
p21/WAF-1 (controle positivo). As células que ndo estdo em proliferacio (GO)

encontram-se na regido mais préxima a luz da mucosa intestinal e sdo positivas (setas).
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Figura 12: Corte histoldgico de ganglio. Células p21/WAF-1 positivas em um caso de LNH

anapldsico de grandes células.
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Figura 13: Corte histolégico de ganglio. Observa-se reacdo imunohistoquimica positiva

nuclear com o anticorpo Mdm?2 em um paciente com LNH agressivo.
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Figura 14: Corte histologico de ganglio de u PCNA

positivas apresentam intensa coloragdo nuclear.
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Figuras 15 A e B: Reacdo imunohistoquimica com o anticorpo c-Myc. A- Cdélon

normal. As células que ndo estdo em proliferacdo encontram-se na

parte mais externa da mucosa e sdo positivas. B-LNH difuso de

grandes células B (setas).
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2. CORRELACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS REGULADORAS DO
CICLO CELULAR (P53, P21/WAF-1, MDM2, C-MYC E PCNA) E DAS
PROTEINAS ENVOLVIDAS COM APOPTOSE (BCL-2, BAX, BAK E MCL-1)
COM: TIPO HISTOLOGICO, FATORES PROGNOSTICOS, RESPOSTA A
QUIMIOTERAPIA, SOBREVIDA GLOBAL (SG) E LIVRE DE DOENCA (SLD).

2.1. Correlacao da expressio das proteinas reguladoras do ciclo celular p53,
p21/WAF-1, Mdm2 c-Myc e PCNA com resposta a quimioterapia e sobrevida
em linfomas agressivos (n=62). Manuscrito publicado: Anexo II (PAGNANO
KBB, 2001).

Neste trabalho foram avaliados 62 casos de linfomas agressivos, 30 homens e
32 mulheres. Os casos foram reclassificados de acordo com a classificagdo REAL como:
difuso de grandes células B (52 pacientes), anapldsico de grandes células (6 pacientes - 5
com CD 30+ e um do tipo null), T-periférico sem especificacdo (4 pacientes). Os dados
clinicos e laboratoriais destes pacientes estao resumidos na tabela 7. Dados individuais dos
pacientes e da imunohistoquimica encontram-se no Anexo I (Tabela I). O tempo mediano
de seguimento foi 15 meses (1-114 meses). A maioria dos pacientes apresentava doenca
avancada ao diagndstico. Cerca de 50% foram classificados como IPI alto/ alto
intermedidrio. O IPI ndo pode ser calculado em 15 pacientes pela falta da dosagem de LDH
ao diagndstico. Remissdo completa foi atingida em 43.5% dos casos e recidivas foram

observadas em 22% dos pacientes.

O status p53/p21WAF-1 foi avaliado em 59 pacientes. O grupo A foi
constituido por 44 pacientes (74.5%), o grupo B por 11 pacientes (18.5%) e grupo C por 4
pacientes (7%).

A expressdo de p53 ndo se correlacionou com a de PCNA, c-Myc, Mdm2 and
p21/WAF-1 (P=NS). A expressao de PCNA correlacionou-se com a de c-Myc (P=0.002),
mas nao com a de p53, p21/WAF-1 and Mdm2 (P= NS). Nao houve correlacdo entre LDH
e PCNA.
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Tabela 7: Dados dos pacientes ao diagndstico e resposta ao tratamento (n=62)

No. %

Ann Arbor

v 21 34
v 41 66
Sintomas B 39 63
Grandes massas (> 10 cm) 27 43.5
LDH > normal 25 52
Idade > 60 anos 22 41.5
IPI

Risco: Baixo/baixo intermediario 21/47 45
Risco alto/alto intermedidrio 26/47 55
Remissao completa 27 435
Recidivas 6/27 22
Obitos 32 51.5

Sobrevida global - mediana 15 meses (1-114 meses)

Sobrevida livre de doencga - mediana 22 meses (1-108 meses)

IPI (International Prognostic Index) - The International Non-Hodgkin's Lymphoma Prognostic Factors

Project, 1993.
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Analise da resposta ao tratamento

Pacientes com auséncia de expressdo da p53 obtiveram uma maior taxa de RC
ap6s quimioterapia (P=0.005). O status da p53/ p21/WAF-1 foi também importante na
obtencdo de RC (P=0.01). Pacientes com expressdo negativa de c-Myc tiveram uma melhor

resposta a quimioterapia. (P=0.035). Estes resultados sdo apresentados na tabela 8.

A expressdo das demais proteinas ndo influenciou a resposta ao tratamento ou

recidiva.

Tabela 8: Correlacdo da expressdo de p53 e c-Myc e p53/p21WAFI status com resposta a

quimioterapia
Expressao das proteinas Remissido completa
Sim Nao
p53* n=26 n=27
Negativo 24 (60%) 16 (40%) P=0.005
Positivo 2 (16%) 11 (84%)
pS53/p21-status* n=26 n=27 P=0.01
A 24 (60%) 16 (40%)
B 1 (10%) 9 (90%)
C 1 (34%) 2 (66%)
c-Myc n=22 n=23 P=0.03
Negativo 9 (75%) 3 (25%)
Positivo 13 (39%) 20 (61%)

*9 casos nao avaliados: 8 com 6bito precoce e 1 paciente sem avaliacdo de p53 (com RC).

A=p53 neg/p21/WAF-1 neg ou pos; B = p53 pos/p21/WAF-1 neg ; C = p53 pos/p21/WAF-1 pos.
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Analise da sobrevida

Observamos uma menor sobrevida global nos pacientes com expressao de p53,
c-Myc e Mdm2 (p<0.001, 0.05 and 0.037 respectivamente)(graficos 1, 2 e 3). Resultados
semelhantes foram observados quando analisamos separadamente os linfomas difusos de

grandes células B (n=52) (P<0.001, 0.04, 0.01, respectivamente).

Em relacdo ao status p53/p21WAF-1, a SG foi maior no grupo A, e pior nos

grupos B e C (P=0.04)(grafico 4). Trés casos ndo foram avalidveis para esta analise.

Dois pacientes apresentaram co-expressdo da p53 e Mdm?2. Ambos faleceram
antes de completar 6 meses apds o diagndstico, enquanto que os pacientes p53
positivos/Mdm?2 negativos tiveram uma sobrevida maior (17-54 meses). No momento da

andlise, 3 pacientes deste grupo estavam vivos.

Quando os pacientes foram estratificados de acordo com a idade < 55 anos e >
55 anos, a expressdo negativa da p53 foi relacionada a um melhor progndstico em termos
de SG, em ambos os grupos. (P=0.0015 e 0.0413, respectivamente). O mesmo foi
observado quando os pacientes foram estratificados de acordo com o estadiamento de Ann
Arbor (estadio I/II vs II/IV)(P=0.0001 and 0.0013, respectivamente). No entanto, a
expressdo da Mdm?2 e c-Myc somente influenciou a SG de pacientes com idade inferior a
55 anos (P =0.0453 e 0.0483, respectivamente). Pacientes com Ann Arbor estadio III e IV
e expressdo da Mdm?2 tiveram uma menor SG (P =0.0013) comparados aos pacientes com
auséncia de expressdao da Mdm2 . A sobrevida mediana dos pacientes com idade inferior a

55 anos pode ser vista na tabela 9.

Nao houve diferenca em termos de SG ou SLD de acordo com o tipo de

quimioterapia usados ou tipo histolégico.
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Grifico 1: Sobrevida global de 61 pacientes com LNH de acordo com a expressao da p53
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Mdm2
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Griafico 2: Sobrevida global de 44 pacientes com LNH de acordo com a expressdo da

Mdm?2
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Griafico 3: Sobrevida global de 51 pacientes com LNH de acordo com a expressdo da

c-Myc
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Grafico 4: Sobrevida global de 59 pacientes com LNH de acordo com o status
p53/p21/WAF1. A-pS3(-)/p21/WAF-1(+) ou (-); B-p53(+)/p21/WAF-1(-);
C-p53 (+)/p21/WAF-1(+)
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Tabela 9: Andlise da sobrevida global de pacientes com LNH agressivos < 55 anos, de

acordo com a expressao das proteinas reguladoras do ciclo celular

Expressao das proteinas n Sobrevida mediana (meses) P (log-rank)
c-Myc - 7 16 0.0483
c-Myc + 20 14

p53 - 25 39 0.0015
p53 + 8 4

Mdm?2 - 17 39 0.0453
Mdm?2 + 5 13

2.2. Correlacao da expressao das proteinas reguladoras da apoptose (p53, Bcl-2,
Bax, Bak, Mcl-1) com resposta ao tratamento e sobrevida em linfomas B de

grandes células. Manuscrito publicado: Anexo II (PAGNANO et al,2002).

Neste trabalho foram avaliados 33 pacientes com LNH difuso de grandes
células B, diagnosticados e tratados no HC-Unicamp entre 1983 e 1998. A mediana de
seguimento foi 32.5 meses. Foi realizada andlise imunohistoquimica das proteinas p53,

Bax, Bak, Bcl-2 e Mcl-1.

As caracteristicas da populacdo avaliada estdo listadas na tabela 10. Dados
individuais dos casos estudados estdo no Anexo I (Tabela II). O seguimento clinico variou
de 41 a 3741 dias (mediana - 390 dias), sendo considerado como a ultima data de
acompanhamento a data do 6bito ou da udltima consulta. Nove pacientes morreram em
decorréncia de doenca progressiva e nove de outras causas. Cinco pacientes estavam vivos

entre Janeiro e Abril/2000 e 9 pacientes perderam o acompanhamento.

Os pacientes foram divididos em 2 grupos: sobrevida longa (n=10), se
obtiveram RC e a SG fosse superior a 3.5 anos e sobrevida curta (n=17), se foram

resistentes a quimioterapia e morreram dentro de 1.5 ano a partir do diagndstico.
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Analise imunohistoquimica

Os resultados da andlise imunohistoquimica das proteinas Bax, Bak, Bcl-2 e
Mcl-1 sdo provenientes da tese de mestrado de autoria de Marcos D. A. Silva (SILVA

MDA, 1999).

Expressdo da Bcl-2 foi observada em 19/32 pacientes (59%) e expressao

negativa em 13 pacientes (40%). Uma amostra ndo pode ser analisada.

Expressao imunohistoquimica da Bax foi encontrada em 30 pacientes (92.5%).
Em 18 casos (54.5%) a expressao foi observada em > 50% das células (+++). Somente 3
pacientes tiveram expressdo negativa da Bax. Todos eles também apresentavam expressao

negativa da p53.

A expressao da Bak foi avaliada em 21 pacientes. Houve 18 casos positivos

(85.7%) e 3 casos negativos (14.3%), todos eles com p53 negativo e 2 com Bax positivo.
A proteina Mcl-1 foi hiperexpressa em 20/21 pacientes (95%).

Expressao nuclear da p53 foi observada em 9/32 pacientes (28%). Em 4 casos,

a porcentagem de células positivas foi superior a 10%.

Observamos correlagdo positiva entre a expressao de Bax e Bak (P=0.001), p53

e Bak (0.02) e Bcl-2 (++ e +++) com Bak (0.02).
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Tabela 10: Caracteristicas clinicas dos 33 pacientes com LNH difuso de grandes células B

n %
Género Masculino 16 48.5
feminino 17 51.5
Idade (anos) Mediana 53 (25-85)
<60 23 69.7
> 60 10 30.3
Sintomas B Presente 24 72.7
ausente 9 27.3
Ann Arbor Uil 12 36.4
/v 21 63.6
Grandes massas Presente 13 39.3
Ausente 20 60.6
LDH < normal 14 51.8
> normal 13 48.2
Acometimento de medula 6ssea Presente 4 12
ausente 29 88
Doencga extranodal < um sitio 25 75.7
2 ou mais sftios 8 24.3
Resposta a terapia RC 12 46
recidivas 2 16.6
SLD (dias) Mediana - 1216 (123-3481)
SG (dias) Mediana - 390 (41-3741)
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Analise da resposta ao tratamento e sobrevida

A andlise da probabilidade de atingir RC mostrou que o estddio de Ann Arbor I
e II foram associados a uma maior taxa de RC (P=0.009). Os demais resultados estdo

incluidos na tabela 11 .

Tabela 11: Testes de associagdo para RC, em 26 casos de LNH difuso de grandes células B

(Qui-quadrado ou exato de Fisher)

Variavel Valor de P
Sexo 0.951
Idade (categoérica) 0.248
LDH (categoérica) 0.670
Estadiamento (LILIILIV) 0.054
Estadiamento (I/II vs III/IV) 0.009
Sintomas B 0.19
Medula 6ssea 0.1
Sitios extranodais (0,1 vs 2,3) 0.391
Bcl-2 (0 vs 1,2,3) 0.944
Bcl-2 (0,1 vs 2,3) 0.697
Bax (0 vs 2,3) 0.58
Bax (0,2 vs 3) 1.00
Bak (0 vs 2,3) 1.00
Bak (0,2 vs 3) 1.00
Mcl-1 (0 vs 2,3) 0.444
Mcl-1 (0,2 vs 3) 0.153
p53(0,1,2,3) 0.225
p53 (0 vs 1,2,3) 0.081
p53 (0,1 vs 2,3) 0.100
Tratamento 0.422
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Na andlise de regressao de Cox univariada a expressdo de p53 ++ e +++ foi
significativamente associada com uma menor SG (P=0.0098; risco relativo=4,774; 95% de
intervalo de confianga=1.457-15.63). Apresentaram P<0,20 as varidveis sexo, idade,
medula 6ssea, Mcl-1 e tratamento. Permaneceram significativas na andlise multivariada a
expressdo da p53 e o acometimento de medula 6ssea, que foram associados com uma
menor SG (tabela 12) (P=0.0045 e 0.0269, respectivamente). Os resultados da andlise

univariada estdo na Tabela 13.

Nas curvas de Kaplan-Meier, observamos que pacientes com expressao
negativa da p53 ou com baixa expressdo (+) apresentaram uma maior SG (P=0.0045;
grafico 5). A expressdo da Bcl-2, Bak, Bax e Mcl-1 ndo influenciou a SG dos pacientes

(grafico 6).

Nao foi observada diferenca nas varidveis selecionadas, comparando-se os

grupos de diferentes progndsticos (sobrevida longa e curta).
SLD nao pode ser calculada devido ao reduzido nimero de casos.

Tabela 12: Andlise multivariada dos fatores que influenciam SG (modelo de regressdo de

Cox)

Para p53 0, + vs ++ , +++

Variavel Razao de risco 95% 1C P
medula 6ssea (neg vs pos) 4.524 1.188-17.226 0.0269
P53 (0,4 vs ++,+++) 8.393 1.937-36369 0.0045
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Tabela 13: Andlise de regressao de Cox univariada para sobrevida global de 33 pacientes

com LNH difuso de grandes células B

variavel valor de p Razao de risco IC 95%RR
Sexo (masc vs fem)* 0.1583 1.962 0.769-5.007
Idade (categoérica) 0.2789 1.674 0.659-4.253
LDH (categoérica) 0.8133 1.126 0.421-3.013
Estadiamento (I,ILIILIV) 0.9566 1.012 0.649-1.579
Estadiamento (I/II vs III/TV) 0.7907 1.143 0.426-3.063
Sintomas B 0.4635 1.517 0.498-4.620
Medula ossea (pos vs neg)* 0.0955 2.583 0.846-7.884
Sitios extranodais (0,1 vs 2,3) 0.3100 1.663 0.623-4.439
Bcl-2 (0 vs 1,2,3) 0.5442 0.751 0.297-1.896
Bcl-2 (0,1 vs 2,3) 0.2359 0.510 0.167-1.553
Bax (0,2 vs 3) 0.3923 1.1514 0.585-3.920
Bak (0,1,2,3) 0.2696 1.421 0.762-2.650
Bak (0,2 vs 3) 0.5703 1.397 0.440-4.432
Mcl-1 (0,2 vs 3)* 0.0933 3.159 0.824-12.10
Mcl-1(0,1,2,3)* 0.0934 2.921 0.835-10.21
p53(0,1,2,3)% 0.0343 1.659 1.038-2.653
p53 (0vs 1,2,3)* 0.0706 2.577 0.924-7.188
P53 (0,1 vs 2,3)* 0.0098 4.774 1.457-15.63
Tratamento™ 0.1350 0.428 0.141-1.303

* as varidveis com P<0.20 (em itdlico) foram selecionadas para analise multivariada
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Griafico 5: Sobrevida global dos pacientes com LNH difusos de grandes células B, de

acordo com a expressao da p53
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Grifico 6: Sobrevida global dos pacientes com LNH difuso de grandes células B de acordo

com a expressdo da Bcl-2, Bax, Bak e Mcl-1

Resultados

hiCL1



3. Pesquisa de mutacao do gene p53 nos casos com expressao da p53

Foi realizada a extracdo de DNA dos blocos de parafina de 15 casos de LNH
agressivos que apresentavam expressao da p53, através do método previamente descrito (kit

de extracao DNA easy tissue kit) (QIAGEN, Germany).

O DNA extraido foi amplificado com os iniciadores dos éxons 5-9 do gene

p53, através da reacdo da cadeia de polimerase (PCR).

O produto do PCR foi purificado utilizando-se o kit de purificacdo de PCR —
QIAGEN.

Foi realizado sequenciamento direto dos produtos do PCR com sequenciador
automéatico ABI-PRISM 377 de 7 pacientes (tabela 12), com o achado de uma mutacgao de

ponto no gene p53 no éxon 6 (figuras 16 A e B).

Nao foi possivel a amplificacdo por PCR dos demais casos por dificuldades
técnicas. Alguns ndo tinham material suficiente e em outros houve degradacdo do DNA,

provavelmente secunddrio ao processo de fixagdo com formol.

Tabela 14: Resultados das reacdes de sequenciamento dos éxon 6 e 9 — presenca de

mutacdes do gene pS3

Paciente/tabela I Tipo histolégico éxon 6 éxon 9 Expressao Expressao
da p53 da p21
1/3 Difuso de grandes células B Sem mutacdo ++ 0
14/11 Anaplésico Sem mutacio ++ +
15 Difuso de grandes células B Sem mutagdo Sem mutacdo + +
19 Anaplésico Sem mutacdo Sem mutacdo + 0
23/22 Difuso de grandes células B Sem mutagio + +
31/40 Difuso de grandes células B mutacgao* ++ 0
34 Difuso de grandes células B Sem mutacio + +

* mutag@o no éxon 6 : cédon 216 (Val>Glu; T—>A) (figura 1). Essa mutagdo foi descrita em pacientes com

linfoma de Burkitt (GAIDANO et al, 1991) e com adenocarcinoma de mama (UMEKITA et al, 1994).
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Figura 16: Reacdo de sequenciamento do gene p53 de um paciente com LNH difuso de grandes

células B. A seta mostra a substituicdo do nucleotideo T—A , usando-se o iniciador

sense (A) e antisense (B).
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No nosso trabalho avaliamos o papel da expressao das proteinas reguladoras do
ciclo celular (pS3, p21/WAF-1, Mdm2, c-Myc) e da apoptose (p53, Bax, Bak, Bcl-2,

Mcl-1) no prognostico de pacientes com linfomas agressivos.

No presente estudo observamos hiperexpressao da proteina p53 nos linfomas
agressivos semelhante a relatada na literatura (VILLUENDAS et al, 1993; SCHLAIFER
et al, 1996; KODURU et al, 1997; SANCHEZ et al, 1998; MOLLER et al, 1999). Varios
estudos demonstraram hiperexpressdo da p53 secunddaria a acimulo nuclear da proteina nos
LNH, cuja freqiiéncia varia dependendo do tipo histolégico IMMAMURA et al, 1994; DE
RE et al, 1994; SCHLAIFER et al, 1996; MARTINEZ-DELGADO et al, 1997; SOINI
et al, 1998; SANCHEZ et al, 1998).

Em relacdo aos linfomas B, detectamos expressao da p53 em 50% dos linfomas
de Burkitt e em 28% dos linfomas difusos de grandes células B. De fato, a hiperexpressao
da p53 € mais freqiientemente observada nos linfomas de Burkitt (VILLUENDAS et al,
1992; SOINI et al, 1992; NAGALI et al, 1998), nas formas agressivas de linfomas de células
do manto (HERNANDEZ et al, 1996) e em cerca de 17-40% dos linfomas difusos de
grandes células B (KRAMER et al, 1996; NAVARATNAM et al, 1995; PIRIS et al, 1994;
SANCHEZ et al, 1998).

Encontramos expressdao da p5S3 em 40% dos linfomas T-periféricos, 33% dos
anapldsicos CD 30 + e somente em um dos oito casos de linfomas linfobléstico T (12,5%),
corroborando os dados de PETIT e colaboradores (2001) que observaram expressao da p53
em 37% dos linfomas T, sendo freqiiente nos linfomas anapldsicos CD30+, T-periféricos,

NK/T nasal e raro nos linfomas linfoblasticos.

No nosso trabalho, a expressdo da p53 foi relacionada a uma pior resposta a
quimioterapia € menor sobrevida global. O valor prognéstico do papel do p53 e das
proteinas relacionadas com o controle do ciclo celular e apoptose nos LNH agressivos
ainda € um tema controverso na literatura. Os diferentes métodos de avaliacao do status do
p53, a selecdo dos pacientes, andlise estatistica e as diferencas de tratamento podem
dificultar a comparagdo entre diversos estudos. Um exemplo que pode ser citado é um

trabalho do grupo de PIRIS et al (1994), que mostrou menor sobrevida em LNH B de alto

Discussdo

107



grau de malignidade em pacientes com expressao da p5S3 e Bcl-2. No entanto, esses autores
ndo especificaram exatamente como era feita a avaliacdo da imunohistoquimica e, na
andlise de sobrevida, linfomas de Burkitt, que apresentam um comportamento clinico
distinto, foram analisados em conjunto com outros linfomas B, cuja evolu¢do clinica e
tratamento sdo diferentes. NIEDER et al (2001), numa meta-anélise, ndo puderam concluir
se de fato a presenca de mutacdo do p53 ou superexpressdo da proteina sdo realmente

fatores preditivos de mau progndstico.

No nosso estudo, remissao completa foi atingida por 60% dos pacientes com
expressdo negativa da pS3 e somente em 16% dos casos com expressdao da p53 (P=0.005).
A hiperexpressdo da p53 poderia estar relacionada nesses casos a uma disfung¢do da
proteina, que € fundamental na interrup¢do do ciclo celular e indugdo da apoptose em
resposta a lesdes do DNA. A suscetibilidade a apoptose € um fator determinante de resposta
a quimioterapia antineopldsica. Portanto, as células neopldsicas com disfun¢do da p53
seriam incapazes de responder ao estimulo téxico (lesio do DNA causado pelo
quimioterdpico), justificando a m4 resposta ao tratamento. Diversos estudos mostram uma
associacao entre resisténcia a agentes quimioterdpicos e diminuicdo da capacidade celular
de induc¢do da apoptose (SACHS et al, 1993; LOWE et al, 1994; O’CONNOR et al, 1997,
OLIVEIRA et al, 2002). Corroborando nossos resultados, WILSON et al (1997) e
MOLLER et al (1999) relataram que anormalidades da p53 foram relacionadas com
resisténcia a drogas antineopldsicas e pior resposta a quimioterapia. SAKAI et al (1998)
nio encontraram correlacdo entre expressdo da pS53 e resposta a quimioterapia. Porém,
nesse estudo poucos casos foram avaliados, e o grupo estudado era constituido por
diferentes subtipos histolégicos de LNH ndo compardveis. Em um estudo brasileiro,
expressdo de p53 foi encontrada em 38% de 24 casos de LNH difuso de grandes células B,

porém ndo foi observada correlacdo entre expressdo e resposta a quimioterapia ou IPI

(KERBAUY et al, 2001).

A anélise dos nossos resultados demonstrou que a expressao da p53 € um fator
prognoéstico independente na determina¢do da SG, quando comparada a idade, LDH e
estadio de Ann Arbor. Os pacientes com expressao da p53 tiveram uma sobrevida mediana

de 4 meses, enquanto que os casos com expressao negativa da p53 apresentaram uma
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mediana de 39 meses (P=0,0015). Quando os pacientes foram estratificados de acordo com
a idade < 55 anos e > 55 anos, a expressdao negativa de p53 foi relacionada a um melhor
progndstico em termos da SG, em ambos os grupos (P=0,0015 e 0,0413, respectivamente).
O mesmo foi observado quando os pacientes foram estratificados de acordo com o
estadiamento de Ann Arbor (estadio I/II vs III/IV)(P=0,0001 e 0,0013, respectivamente). A
andlise isolada dos casos de LNH difuso de grandes células B foi realizada no intuito de
avaliar a expressdo das proteinas num grupo mais homogéneo de pacientes. Pudemos

observar os mesmos resultados significativos em relacdo as curvas de sobrevida.

Os pacientes com expressao negativa da p53 apresentaram uma maior sobrevida
em comparagdo com os casos com expressao da p53 e expressdao ausente da p21/WAF-1.
Esse ultimo fendtipo é geralmente associado com a presenga de mutagdes de ponto, que
podem inativar a funcdo da p53 (CHILOSI et al, 1996; VILLUENDAS et al, 1997;
KODURU et al, 1997). Por outro lado, superexpressdo da p53 selvagem € associada com
acimulo da p21/WAF-1 (MAESTRO et al, 1997). Nos linfomas anapldsicos CD 30 + ¢é
comum co-expressdo das duas proteinas, mas mutacdes do p53 sdo raramente observadas

(CESARMAN et al, 1993).

Portanto, a andlise imunohistoquimica combinada da p53 e p21/WAF-1 ¢ util,
pois traz informacdes a respeito do estado funcional do gene supressor p53. MOLLER et al
(1999) analisaram 34 pacientes com LNH difuso de grandes células B e encontraram uma
sensibilidade e especificidade de 100% na deteccdo de mutacdes de ponto do p53,
associando-se a expressdo de ambas as proteinas. Neste estudo, os casos com
hiperexpressdo da p53 e expressdo negativa da p21/WAF-1 apresentaram uma menor
sobrevida. De fato, um dos casos que sequenciamos apresentou uma mutacao no éxon 6 do
p53. O paciente apresentava hiperexpressao da p53 (++) e auséncia de expressdo da
p21/WAF-1. Sua evolugdo clinica foi extremamente rapida, com falha de resposta a
quimioterapia, falecendo 7 meses apds o diagndstico, em decorréncia de progressdo de

doenca.

Assim como em nosso estudo, KODURU et al (1997) observaram que presenca
de anormalidades da pS3 (mutagdes e hiperexpressao) teve influéncia negativa na sobrevida

de pacientes com linfomas de células B. Esses achados corroboram os trabalhos de PIRIS
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et al (1994) e NAVARATNAM et al, (1998) que haviam previamente relatado a associagao
entre hiperexpressao de p53 e menor sobrevida. No entanto, outros autores nao encontraram

correlacdo entre expressdo de p53 e sobrevida em LNH difuso de grandes células B

(KRAMER, 1996; SANCHEZ, 1998; OSADA, 1999).

Nos estudos baseados na andlise de DNA, mutagdes do p53 foram encontradas
em 19-33% dos linfomas de Burkitt (PREUDHOMME et al, 1995) e em 22% dos linfomas
difusos de grandes células B (ICHIKAWA et al, 1997). Neste ultimo trabalho, houve uma
menor sobrevida dos pacientes com mutacido do p53, porém somente nos grupos de IPI de
risco baixo e baixo-intermedidrio. SANCHEZ-BEATO et al (2001) observaram uma menor
sobrevida nos LNH difuso de grandes células B com acimulo de alteragdes do p53, pl6 e
p27, porém ndo houve diferenca de sobrevida entre os pacientes com e sem mutagdo do p53

isoladamente.

No nosso estudo, um dos objetivos iniciais era realizar a pesquisa de mutagdes
nas regides do gene p53 onde elas sdo mais freqiientemente encontradas, ou seja, no
dominio de ligagio do DNA, localizado nos éxons 5-8 (cédons 126-306). O
sequenciamento destes éxons detecta cerca de 85% das mutacoes do p53
(KOCTALKOWSKI et al, 1995). No entanto, a andlise de mutacdes do p53 foi prejudicada
em nosso trabalho por dois motivos: material insuficiente (bloco desbastado) e dificuldade
de extracdo de DNA intacto dos blocos, o que impediu a amplificacio adequada pela
técnica de PCR. Atribuimos essa dificuldade ao tipo de material utilizado, tecido fixado em
formol e embebido em parafina. Durante a fixac@o por formalina, o formaldeido dentro dos
tecidos muda gradualmente para acido férmico, que pode hidrolisar o DNA. O tempo de
fixagcdo (superior a 24 horas), o periodo de estocagem do bloco (GREER et al, 1994) e o
uso de formalina ndo tamponada também podem afetar a qualidade do DNA (GOELZ et al,
1985; FRANK et al, 1996). A maior parte dos nossos casos apresentaram um produto de
PCR inadequado, com bandas de fraca intensidade, amplificacdo de produtos inespecificos
e ndo amplificacdo em varios casos. SO foi possivel realizar sequenciamento de sete casos,
pois o produto do PCR dos demais éxons foi inadequado para a reacdo, mesmo apds

purificacdo do PCR.
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No nosso trabalho, a expressdo da c-Myc foi encontrada em 69-75% dos
linfomas, com excecdo dos linfomas anaplédsicos CD30+ , onde foi observada em 40% dos

Casos.

Nos pacientes com LNH difuso de grandes células B, a expressdo negativa da
c-Myc correlacionou-se com melhor resposta a quimioterapia (75% dos pacientes negativos
atingiram RC, enquanto que somente 25% dos positivos responderam ao tratamento
quimioterdpico). Além disso, observamos uma menor sobrevida global nos pacientes com
hiperexpressdo da c-Myc, porém somente naqueles com idade inferior a 55 anos.
Recentemente CHANG et al (2000) encontraram correlagcdo entre co-expressao da c-Myc e
pS53 com estadios mais avancados e IPI de risco alto e alto/intermedidrio em pacientes com
LNH difuso de grandes células B, porém o reduzido nimero de casos (n=21) ndo permitiu a
realizacdo da andlise de sobrevida. No entanto, num estudo com maior nimero de casos
(n=76), ZHANG et al (1999) ndo encontraram influéncia da expressio de c-Myc em

relacdo a SG e SLD dos pacientes avaliados.

Nao observamos correlacdo entre a expressdao da proteina p21/WAF-1 com as
demais proteinas estudadas (p53, c-Myc, Mdm-2 ou PCNA) e com parametros clinicos.
Isoladamente, a expressio da p21/WAF-1 ndo teve influéncia na SG, exceto quando
associada a expressdao da p53. Por outro lado, PYNIOL et al (1997) observaram uma
expressao diminuida da p21/WAF-1 em células cancerosas, esta correlacionada com
progressdo de doenca. Um estudo recente mostra que a hipermetilagdo da p21/WAF-1,
levando a uma diminuicao dos niveis de RNAm e, portanto, da proteina, também seria um

fator de mau progndstico para algumas neoplasias (ROMAN-GOMEZ et al, 2002).

No nosso trabalho, a expressao da Mdm?2 foi observada em cerca de 30% dos
linfomas de alto grau de malignidade histolégico, corroborando resultados de outros autores
(MAESTRO et al, 1995; KAWAMATA et al, 1996; SANCHEZ et al, 1998; MOLLER
et al, 1999; EISCHEN et al, 1999). A Mdm?2 inativa e degrada a p53, alterando, portanto, os
mecanismos de inducio da apoptose e bloqueio da proliferacdo celular mediados pela pS3.
A amplificagc@o ou superexpressdo da Mdm?2 pode aumentar a capacidade de transformacao
neoplésica da célula e ocorre em vérias neoplasias humanas (BARTEL et al, 2001). Nos

linfomas, o gene mdm2 ndo estd amplificado, porém a expressio da proteina estd
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aumentada nos linfomas agressivos, devido a um aumento da traducdo do RNA

(KAWAMATA et al, 1996; CAPOULADE et al, 1998).

Observamos no nosso estudo que os pacientes com linfomas agressivos e
expressdo negativa da Mdm?2 obtiveram uma melhor SG. Quando os pacientes foram
estratificados pela idade, a expressdo negativa de Mdm?2 foi associada com uma maior SG
somente nos pacientes com idade inferior a 55 anos. Nestes pacientes, a sobrevida mediana
foi 39 meses para os casos negativos € 13 meses para os positivos (P =0.04). A expressao
da Mdm2 também foi considerada um fator progndstico independente nos casos com
estadio avancado (Ann Arbor III e IV). Pacientes Mdm?2 positivos tiveram uma menor SG
comparados aos pacientes Mdm?2 negativos (P =0.0013). Corroborando nossos resultados,
SANCHEZ et al (1998) também identificaram a baixa expressdao de Mdm?2 como fator de
bom progndstico nos LNH difusos de grandes células B e MOLLER et al (1999) mostraram
associacao da hiperexpressdao de Mdm?2 com uma menor SG em linfomas foliculares, LNH
de zona marginal e LNH de células do manto. Portanto, esses dados sugerem que a

hiperexpressao da Mdm?2 é de fato um fator de mau progndstico nos LNH.

Na andlise das proteinas reguladoras da apoptose, observamos uma alta

expressdo de Bak, Bax, Mcl-1 e Bcl2 nos LNH difusos de grandes células B.

A proteina Bcl-2 € considerada uma molécula importante na resisténcia a
drogas, devido a seu efeito anti-apoptotico. Expressao da Bcl-2 foi encontrada em 59% dos
nossos casos com LNH difuso de grandes células B. No entanto, a expressdo da Bcl-2 ndo
foi correlacionada com resposta a quimioterapia, SG ou SLD, corroborando os dados de
ZHANG et al (1999) e WILSON et al (1997). O impacto clinico da expressao da Bcl-2 foi
bem ilustrado por KRAMER et al (1998), que mostrou uma SLD significativamente maior
nos pacientes com LNH difuso de grandes células B com auséncia de expressdo da Bcl-2.
Outros estudos também demonstraram um efeito adverso da alta expressdo da Bcl-2,
associando-a a uma menor SLD (KRAMER, 1996; HERMINE, et al 1996; GASCOYNE
et al, 1997, SANCHEZ et al, 1998) e menor SG (HILL et al, 1996; GASCOYNE et al,
1997; KRAJEWSKI et al, 1997; KRAMER et al, 1998; BAIREY et al, 1999) nos LNH
difuso de grandes células B. Uma explicacio possivel para essa discrepancia de resultados é

que a expressao de genes associados ao Bcl-2 (Bax, Bcl-xI) e a presenca de mutagdes ou
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disfun¢do da p53 poderiam modular o efeito da Bcl-2 (PEPPER et al, 1997; PEARSON
et al, 2000) .

A proteina pré-apotdtica Bax € regulada pela pS3 (PEARSON et al, 2000) e
forma um dimero com a proteina Bcl-2, antagonizando seu efeito anti-apoptético.
Observamos uma alta expressdao da Bax nos nossos pacientes com LNH difuso de grandes
células B, com excecdo de trés casos, mas ndo houve diferenca em relacdo ao tempo de
sobrevida entre os casos com expressao ou nao da proteina. Superexpressdo da Bax foi
relatada em 100% dos linfomas do tipo MALT e os casos com histologia de alto grau de
malignidade apresentaram maior nimero de células positivas (STEFANAKI et al, 1998). A
expressdo da Bax estd relacionada com tumores mais agressivos e indiferenciados
(KRAJEWSKI et al, 1997) e a baixa expressdo da Bax foi associada com um pior
progndstico em tumores solidos (KRAJEWSKI et al, 1995). No entanto, a expressdo da
Bax ndo € considerada um fator progndstico independente nos LNH (GASCOYNE et al,
1997). Neste ultimo trabalho citado, a andlise combinada da expressio da Bax com a
expressdo da Bcl-2 mostrou que, os pacientes com baixa expressdo da Bcl-2 e a auséncia de
expressdo da Bax apresentaram menor SG e SLD, sugerindo que a auséncia da Bax
conferia um fendtipo mais agressivo. A diminuicdo dos niveis da Bax poderia levar a
resisténcia das células tumorais a inducdo da apoptose pelos agentes quimioterdpicos.
Contrariando esses resultados, alguns estudos correlacionaram alta expressdao da Bax com
pior progndstico em pacientes com LNH. Recentemente, BAIREY et al (1999) observaram
que a expressio da Bax foi associada com menor SG num grupo com LNH
quimiorresistente. A superexpressao da Bax poderia estar relacionada com a presenca de
mutacdes do gene, pois podem ser encontradas em cerca de 21% de linhagens de células de
neoplasias hematoldgicas humanas (MEIJERINK et al, 1998). Por outro lado, mutagdes do
bax do tipo “null” ou delecdes, com desvio de leitura, poderiam levar a uma perda da

expressao da proteina (GUTIERREZ et al, 1998, BRIMMEL et al, 1998).

A proteina Mcl-1 € uma proteina anti-apoptotica, cuja expressao nos LNH foi
relatada inicialmente por SCHLAIFER et al (1996). No nosso trabalho, superexpressdao da
Mcl-1 foi observada em quase todos os casos avaliados, mas ndo encontramos uma

associacao relevante da expressdo da Mcl-1 com parametros clinicos e sobrevida. A anélise
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da curva de sobrevida de Kaplan-Meier sugere uma pior sobrevida em tumores com alta
expressdo da Mcl-1, embora nd3o seja estatisticamente significativa (P=0,08),
provavelmente devido ao pequeno nimero de casos avaliados. A alta expressdao da Mcl-1
foi associada com falha de resposta ao tratamento quimioterdpico de pacientes com LLC
(KITADA et al, 1998). E interessante também citar o trabalho de ZHOU et al (2001), onde
foram monitorados camundongos transgénicos que expressavam Mcl-1. Cerca de 85% dos
animais transgénicos desenvolveram LNH de varios subtipos, principalmente do tipo
folicular e difuso de grandes células B num periodo de 2 anos de observacdo. Esse achado
demonstra a importancia da regulacdo dessa proteina e seu provavel envolvimento na

génese dos LNH.

Bak é uma proteina pro-apoptotica regulada pela pS3 (POHL et al, 1999;
PEARSON v, 2000; KITAMURA et al, 1999). Poucos trabalhos na literatura avaliaram a
correlacdo entre a expressio da Bak e progndstico em LNH. No nosso estudo,
superexpressao da Bak foi observada na maioria dos LNH difuso de grandes células B. No
entanto, a superexpressdo da Bak ndo foi associada a uma menor sobrevida global,
corroborando os dados publicados por BAIREY et al (1999). Por outro lado, SHOELCH
et al (1999) descreveram um aumento de expressdo da Bak relacionado a progressdo de

doenca em carcinoma epiderméide oral, independente do status do p53.

Em relacdo a atividade proliferativa dos nossos casos, esta foi avaliada através
da expressao da PCNA. Essa proteina, hipo-regulada pela p53, detecta células nas fases G;
tardia e S do ciclo celular, correlacionando-se diretamente com as taxas de proliferacdo
celular e sintese de DNA. A PCNA representa a atividade proliferativa dos LNH,
correlacionando-se com outros marcadores, como o Ki-67, MIB-1 e fracao da fase S (PICH
et al, 1994). Observamos expressdo da PCNA em todos os casos avaliados e encontramos
uma maior taxa de células positivas e maior freqiiéncia de expressdo nos linfomas de
Burkitt (77% com padrao +++) e linfoblastico (85,6 % com padrdo +++). Observamos
correlacdo entre o grau da expressdao da PCNA com a da c-Myc nos linfomas agressivos
(P=0.002), ambas relacionadas com proliferacdao celular. Tal associacdo foi descrita por
PALESTRO et al (1997), que analisou proliferacdo celular com MIB-1, expressdo da Bcl-2,

c-Myc e p53 em linfoma linfocitico e encontrou correlagdo direta da expressao de MIB-1
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com a da c-Myc, o que poderia estar relacionado com doenga mais agressiva. No entanto,
em concordancia com nosso trabalho, esse autor também ndo encontrou correlacdo entre o
marcador de proliferacdo com a expressao da p53, ao contrrio do observado no trabalho de
KORKOLOPOULOU et al (1994). Tal correlagdo pode ocorrer, pois a p53 selvagem tem
um efeito de regulagdo negativa sobre a PCNA, impedindo a progressdo das células no
ciclo celular. Porém no caso de uma p53 desregulada ou com mutagdo haveria o efeito

contrdrio, com aumento da expressdao da PCNA, levando a proliferacao celular.

Em conclusdo, o nosso estudo demonstrou a influéncia das proteinas p53,
Mdm2, c-Myc e provavelmente Mcl-1 no prognéstico dos pacientes com LNH agressivos.
As demais proteinas avaliadas (Bcl-2, Bax, Bak), envolvidas na apoptose, ndo tiveram

influéncia na resposta ao tratamento, embora estivessem altamente expressas.
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. A expressao das proteinas p53 e c-Myc foi relacionada a uma pior resposta a

quimioterapia nos pacientes com linfomas agressivos.

. A expressao da p53, Mdm2 e c-Myc foi relacionada a uma menor SG nos
pacientes com linfomas agressivos e nos pacientes com LNH difuso de

grandes células B.

. O fendtipo p53+/p21/WAF-1- foi relacionado a um pior progndstico (menor
sobrevida e pior resposta a quimioterapia) nos pacientes com linfomas

agressivos.

. As proteinas pré-apoptéticas Bax e Bak foram altamente expressas nos
pacientes com LNH difuso de grandes células B. No entanto, ndo houve
correlacdo da expressdo dessas proteinas com parametros clinicos, resposta a

quimioterapia e sobrevida.

. As protefnas anti-apoptéticas Mcl-1 e Bcl-2 também foram altamente
expressas nos LNH difusos de grandes células B. A expressao de Bcl-2 ndo
foi correlacionada com sobrevida ou resposta a quimioterapia. No entanto,
houve uma tendéncia de menor sobrevida global nos pacientes com

hiperexpressao de Mcl-1.

. A utiliza¢do de material fixado em formol e embebido em parafina oferece
dificuldades técnicas na obten¢do de DNA intacto para realizacdo de PCR e

sequenciamento. No entanto, € possivel obter amplificacdo em alguns casos.

. A técnica de imunohistoquimica ¢ um método simples e rdpido de avalia¢do
da proteina p53 e oferece informagdes relevantes relacionadas ao
prognoéstico dos linfomas agressivos, principalmente quando associada a

avaliagdo da p21/WAF-1.

Conclusoes

119



SUMMARY



Aggressive non-Hodgkin’s lymphomas (NHL) form a heterogeneous group in
terms of clinical presentation, histology, immunophenotype, response to treatment and
prognosis. Diffuse large B-cell NHL (DLCL) constitute up to 20-25% of NHL in many
series. Combination chemotherapy may cure 40-50% of adult patients. Several clinical
prognostic factors have been described to predict clinical outcome, as age, LDH,
performance status, and stage and are useful for identifying high-risk patients, who would
benefit from a more intensive approach.

Abnormalities of cell cycle and apoptosis regulating proteins seem to be an
important mechanism of tumorigenesis and may play a role in the prognosis of aggressive
NHL.

The expression of p53, p21/WAF-1, Mdm?2 , c-Myc and proliferating cell
nuclear antigen (PCNA) proteins were examined by the immunohistochemistry of paraffin
embedded tissues of 113 high grade non-Hodgkin's lymphomas (NHL) and in 62 patients
with aggressive NHL correlated to clinical data. Expression of p53, p21/WAF-1, Mdm2
and c-Myc protein was observed in 17 out of 62 cases (30%), 25 out of 60 (42%), 13 out of
44 (30%) and 39 out of 51 (76.5%), respectively. The pS3+/p21WAF-1 phenotype, which
is more frequently found in p53 mutations, was associated with a worse overall survival
(P=0.04) and with a lower rate of complete response (CR)(PF=0.01). p53 and c-Myc
negative expression was related to a better response to chemotherapy (PF=0.005 and 0.035,
respectively). The expression of p53, c-Myc and Mdm?2 was related to a shortened overall
survival (P < 0.001, 0.05 and 0.037 respectively), suggesting that the expression of these
proteins could be associated with a poor outcome in these patients.

We looked for mutations of p53 gene in aggressive NHL patients with
hiperexpression of p53 protein (n=17). DNA extraction was performed in 15 patients and
PCR amplification of exons 5-9 was possible in 7 cases. We found a point mutation in exon
6 (Val>Glu;T—A), in a patient with p53 hiperexpression and p21 negative expression.

We also evaluated the expression of apoptosis-regulating proteins (p53, Bcl-2,
Bax, Bak and Mcl-1) of paraffin-embedded tissues of 33 patients with diffuse large B-cell
NHL, and assessed the relationship of these proteins to clinical outcome and response to

chemotherapy.

Summary
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Our results showed that p53 expression was an independent
immunohistochemical parameter related to a poor prognosis in these lymphomas. Bcl-2,
Bax, Bak and Mcl-1 proteins, though highly expressed in almost all cases were not

associated with prognosis or response to treatment.

Summary
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Tabela I - Dados de 62 pacientes com LNH agressivo

N |idade | sexo tipo LDH | Ann |sintomasB | bulky | IPI | RC | Recaida | Obito causa SG(meses) | n | SLD(meses) | p53 | p21/WAF-1 | Mdm2 | c-Myc | PCNA | Status p53
histolégico Arbor

1] 60 | fem B 217 2 0 sim | 1 | NAO SIM LNH 17,0 1 0 0 1 3 2 A
2| 76 | fem B 5702 4 sim sim | 4 SIM | TOXICIDADE 0,6 2 3

3| 60 | mas B 2606 4 sim sim | 4 | NAO SIM LNH 4,0 3 2 0 2 1 3 B
4| 22 | mas B 856 4 sim sim 4 | SIM nao SIM CARDIO 17,0 4 3,00 0 0 A

TOXICIDADE

51 57 | mas B 1102 4 sim sim 3 | SIM nao 0 23,0 5 18,00 1 0 0 2 3 B
6| 39 | mas B 345 2 0 nio | 1 | SIM Nao 0 6,0 6 2,00 0 0 2 0 1 A
7| 63 mas B 3 sim nao 0 7,0 7 0 0 1 2 3 A
8] 36 | fem B 4 sim nao SIM Sim 0 48,0 8 5,00 0 0 0 0 1 A
91 35 | fem B 4 sim sim NAO SIM LNH 4,0 9 3 0 2 B
10 60 | fem B 350 2 0 sim | 1 | SIM sim SIM LNH 24,0 10 17,00 0 0 0 2 2 A
11| 31 | fem | Anapldsico| 622 2 0 sim | 2 | NAO SIM LNH 14,0 11 3 1 0 2 2 C
12| 53 | fem B 1 sim sim SIM nao 0 31,0 12 23,00 0 1 1 2 3 A
13| 28 | mas B 4 sim néo NAO SIM LNH 13,0 13 0 3 1 3 3 A
14| 34 | fem B 631 4 0 sim | 3 | SIM nao 0 48,0 14 42,00 0 0 0 3 A
15| 25 | mas B 200 2 sim nao | 1 | NAO SIM LNH 6,0 15 0 1 2 2 A
16| 27 | fem B 225 4 sim nio | 2 | SIM sim SIM LNH 31,0 16 4,00 1 2

17| 54 | fem B 398 2 0 sim | 1 | SIM nio 0 72,0 17 30,00 0 2 0 2 A
18| 53 | mas B 105 2 sim sim | 1 | SIM nao 0 64,0 18 55,00 0 0 0 1 3 A
19| 25 | mas B 162 2 sim sim | 3 | SIM ndo 0 65,0 19 60,00 0 0 0 3 3 A
20| 81 | fem B 341 4 0 sim | 1 | NAO SIM LNH 8,0 20 0 2 1 3 3 A
21| 60 | fem B 212 2 0 nio | 2 | SIM nao 0 42,0 21 36,00 0 0 1 2 A




Tabela I - Dados de 62 pacientes com LNH agressivo

N [idade | sexo tipo LDH | Ann |sintomasB | bulky | IPI | RC | Recaida | Obito causa SG(meses) | n | SLD(meses) | p5S3 | p21/WAF-1 | Mdm2 | c-Myc | PCNA | Status p53
histolégico Arbor

22| 52 | fem B 377 4 sim nao SIM sim 0 8,0 22 2,00 1 1 0 3 3 C
23| 48 | mas B 3 sim sim SIM IGN 1,0 23 3 0 3 3 B
24| 45 | fem B 3 0 ndo SIM ndo 0 114,0 24 108,00 0 0 0 2 2 A
25| 38 | fem B 146 3 sim nao | 2 | NAO SIM LNH 14,0 25 0 0 0 2 3 A
26| 64 | fem B 4 sim nao SIM ndo 0 88,0 26 72,00 0 0 1 g A
27| 60 | fem B 637 4 sim sim | 3 | NAO 0 28,0 27 0 1 0 2 A
28| 66 | fem B 115 3 0 sim | 3 | NAO SIM LNH 29,0 28 1 0 0 2 B
29| 33 fem | Anaplédsico | 242 4 sim nao 3 | SIM sim 0 24,0 29 19,00 0 0 A
30| 79 | mas B 375 1 sim sim | 2 | NAO 0 16,0 30 6,00 0 0 0 2 A
31| 51 | mas B 574 4 0 nio | 3 0 4,0 31 0 0 0 3 A
32| 60 | fem T 4 sim nio NAO SIM LNH 54,0 32 18,00 2 0 0 2 3 B
33| 39 | mas T 382 4 sim nio | 2 | NAO SIM SEPSIS 12,0 33 0 0 0 1 3 A
34| 38 | mas T 1 sim sim | 2 | NAO SIM SEPSIS 2,0 34 2 0 2 2 B
35| 52 | mas B 442 1 0 sim | 1 SIM SEPSIS 1,0 35 1 1 1 3 C
36| 37 | mas | Anapldsico | 5343 4 0 nao 4 | SIM nao 0 36,0 36 33,00 0 1 0 3 A
37| 68 | fem B 602 3 sim nio | 4 | NAO SIM LNH 8,0 37 0 1 0 2 3 A
38| 68 | mas T 463 3 sim nio | 3 | SIM ndo 0 16,0 38 12,00 0 1 0 3 3 A
39| 60 | mas | Anaplasico | 635 4 sim nao 3 SIM LNH 2,0 39 0 1 0 2 2 A
40| 78 | mas B 549 2 sim nao NAO SIM LNH 7,0 40 2 0 0 2 3 B
41| 85 | mas B 336 2 0 nio | 1 SIM IGN 8,0 41 1 3 3

42| 34 | fem B 830 4 sim sim | 3 | SIM nio 0 31,0 42 28,00 0 0 1 2 A
43| 53 | fem B 1114 4 sim nio | 4 SIM LNH 2,0 43 0 0 1 1 2 A




Tabela I - Dados de 62 pacientes com LNH agressivo

N [idade | sexo tipo LDH | Ann |sintomasB | bulky | IPI | RC | Recaida | Obito causa SG(meses) | n | SLD(meses) | pS3 | p21/WAF-1 | Mdm2 | c-Myc | PCNA | Status p53
histolégico Arbor
44| 74 | mas B 721 4 sim nio | 3 | NAO SIM SEPSIS 12,0 44 0 0 0 3 2 A
45| 66 | fem B 343 4 0 nio | 3 | NAO SIM LNH 12,0 45 3 0 0 2 3 B
46| 19 | mas | Anapldsico | 1078 4 sim sim 3 | NAO SIM LNH 16,0 46 1 0 0 1 B
47| 53 | mas B 348 4 0 nio | 3 | NAO 0 12,0 47 3 3 0 3 3 C
48| 38 | mas B 868 3 0 nio | 3 | SIM nao 0 66,0 48 63,00 0 1 0 1 A
49] 70 | fem B 660 3 0 nio | 3 | NAO SIM LNH 10,0 49 1 0 1 3 B
50| 36 | mas B 1456 4 sim nio | 4 | NAO SIM LNH 12,0 50 0 1 0 1 3 A
51| 76 | fem B 1296 2 0 sim | 2 | NAO 0 11,0 51 0 1 0 1 1 A
52| 28 | mas B 1145 3 0 sim | 3 | SIM nao 0 44,0 52 38,00 0 0 0 0 2 A
53| 40 | mas B 4 sim ndo NAO SIM LNH 7,0 53 0 0 0 3 3 A
54| 58 | fem B 2 0 nao SIM nao 0 66,0 54 39,00 0 0 0 0 1 A
55| 46 | fem B 605 4 sim sim | 4 | SIM sim SIM LNH 39,0 55 7,00 0 1 0 1 2 A
56| 68 | mas | Anaplasico | 286 1 0 sim 1 SIM nao 0 24,0 56 21,00 0 1 1 1 3 A
571 69 | fem B 354 1 sim nio | 1 | SIM ndo 0 40,0 57 36,00 0 0 0 2 A
58] 65 | fem B 1510 2 sim nio | 2 | SIM ndo 0 32,0 58 27,00 0 1 1 0 3 A
59| 77 | mas B 369 2 sim sim | 2 | SIM SIM IGN 5,0 59 1,00 0 1 2 0 3 A
60| 73 | fem B 3 sim nao NAO SIM SEPSIS 8,0 60 0 1 1 0 3 A
61| 49 | mas B 3 0 nio NAO 0 18,0 61 0 2 0 3 A
62| 43 | fem B 1009 3 sim nio | 3 | SIM sim 0 14,0 62 10,00 0 2 0 3 A




Tabela II - Dados clinicos e laboratoriais de 33 pacientes com LNH B de

randes células

n | idade | sexo | Ann [LDH | sint B [ bulky | mo sitios extranodais IPI | tratamento | remissdo | recidiva | SG | SLD | ébito | causa 6bito Situacdo p53 | bel-2 | bax | bak | mcl-1
arbor (dias) | (dias)
1 60 m 4 2606 1 1 1 mo,fig,orbita,pleura | AR CHOP 0 118 1 LNH Obito 2 3 3 3 3
2| 57 m 4 1102 1 1 0 pele,figado AR [ FMACHOP 1 0 1463 | 1249 0 Vivo 1 2 313 2
3 36 m 1 415 0 0 0 amigdala BR[| VACOPB 1 0 835 [ 719 0 Vivo 0 2 312 2
41 36 f 4 1 0 0 pleura CHOP 1 1 1461 | 123 0 perda seguimento | 0 1 3 [3 3
5[ 60 f 2 350 0 1 0 0 BR CHOP 1 1 829 | 488 1 ignorado Obito 0 2 313 2
71 53 f 1 1 1 0 0 CHOP 1 0 1006 | 731 0 perda seguimento | 0 3 2 (0 2
8 28 m 4 1 0 1 mo,figado,intestino CHOP 0 377 1 LNH Obito 0 0 3 2 2
9| 65 f 4 1 0 0 figado CHOP 0 3741 1 |LNH/sepsis Obito 0 1 210 2
10| 25 m 2 200 1 0 0 0 BR[| MACOPB 0 184 1 LNH Obito 0 0 3 3
11 53 m 2 105 1 1 0 0 BR CHOP 1 0 1949 | 1666 0 perda seguimento | 0 3 3 3
12| 64 m 3 460 1 1 0 0 Al CHOP 0 188 1 LNH Obito 2 0 3 2
13] 25 m 2 162 1 1 0 intestino delgado BR | FMACHOP 1 0 2008 | 1743 0 perda seguimento | 0 0 312 2
14| 60 f 2 212 0 0 0 0 BR CHOP 1 0 1369 | 973 0 perda seguimento [ 0 0 0
15] 52 f 4 377 1 0 0 figado BI | MACOPB 0 293 0 perda seguimento 1 2 313 3
16| 45 f 3 0 0 0 0 MACOPB 1 0 3599 | 3481 0 perda seguimento | 0 1 012
17] 38 f 4 146 1 0 0 figado MACOPB 0 411 1 sepsis Obito 0 0 212
18] 52 m 1 442 0 1 0 0 BR [ FMACHOP 41 1 sepsis Obito 1 1 2 12 3
19] 34 f 4 830 1 1 0 pericérdio,pulméo Al | VACOPB 1 0 1354 | 1196 0 Vivo 0 0 3
20 68 f 3 602 1 1 0 0 AR CHOP 0 272 1 sepsis Obito 0 2 313
22| 53 f 4 1114 1 0 0 peritdneo,snc AR CHOP 49 1 LNH Obito 0 1 2
23| 85 m 2 336 0 0 0 0 BR CHOP 241 1 ignorado Obito 1 0 213 3
25| 66 f 4 343 0 0 0 tiredide,0ss0 Al CHOP 0 398 1 LNH Obito 3 0 212 3
26| 78 m 3 549 1 0 0 0 AR CHOP 0 220 1 LNH Obito 2 3 313 3
27| 38 m 1 868 1 0 0 pélato BI CHOP 184 1 sepsis Obito 0 312
28] 70 f 3 660 0 0 0 0 Al CHOP 0 256 0 perda seguimento | 1 2 2
29| 36 f 4 1456 1 0 0 0880 AR CHOP 0 368 1 LNH Obito 0 1 3
30 28 m 3 1145 0 1 0 0 Al | FMACHOP 1 0 2311 | 2126 0 Vivo 0 0 2
31| 40 m 4 103 1 0 1 mo, pleura MACOPB 0 230 1 LNH Obito 0 0 2 12 3
32 60 m 4 240 1 0 0 pleura MACOPB 390 0 perda seguimento | 0 3 2 (2 3
33 [ 46 f 4 605 1 1 1 mo,amigdala CHOP 0 1204 1 sepsis Obito 0 0 010 3
34| 65 f 2 1510 1 0 0 BI CHOP 1 0 1444 | 1236 0 Vivo 0 0 2
351 77 m 2 369 1 1 0 0 BI CHOP 160 1 ignorado Obito 0 1 3




AMERICAN
JOURNAL
O
HEMATOLOGY

YOLUME 67, NUMBER 2, JUNE
| 2001

- B®WILEY-LISS

A xS
: e 0"6.,«
NG 6:«\“”\)9
LA &
q:‘”é\.@‘ &“‘5&
3 N

Anexo IT - Publicacées
155 -



American Journal of Hematology 67:84-92 {2001)

p53, Mdm2, and c-Myc Overexpression Is Associated
With a Poor Prognosis in Aggressive
Non-Hodgkin’s Lymphomas

Katia B.B. Pagnano,’ Jose Vassallo,? Irene Lorand-Metze,' Fernando F. Costa,’ and
Sara T.0. Saad"*

Hemocentro/Department of internal Medicine, State University of Campinas, Campinas, SP, Brazit
2Depariment of Pathology, State University of Campinas, Campinas, SP, Brazil

The expression of pS3, p21/WAF-1, Mdm2, c-Mye, and proliferating cell nuclear antigen
(PCNA) proteins was examined by the immunochistochemistry of paratfin-embedded tis-
sues of B2 patients with aggressive non-Hodgkin's lymphomas (NHL) and correlated to
clinlcal data. Expreasion of p53, p21/WAF-1, Mdm2, and e-Mye protein was observed in 17
out of 62 cases (30%), 25 out of 60 (42%), 13 out of 45 (30%), and 29 out of 51 {76.5%),
respectively. The pS3 /p21WAF-1 phenotype, which is more frequently found in p53 mi-
tations, was associated with a worse overall survival (P = 0.04) and with a lower rate of
complete response {CR} (FF = 0.01). p53 and c-Myc negative expression was related to a
better response o chemotherapy {PF = 0.005 and 0.035, respectively). The expression of
P53, c-Myc, and Mdm2 was related to a shortened overalt survival (P < 0,001, 0.05, and
0.037, respectively), suggesting that the expression of these proteins could be associ-

ated with a poor outcome in these patients. Am. J. Hematol. 67:84-92, 2001,

© 2001 Witey-Liss, Inc.

Key words: p53; p21/WAF-1; Mdm2; c-Mye; non-Hodgkin's lymphoma; prognosis

INTRODUCTION

Armong various malignant diseases, non-Hodgkin's
lymphomas (INHL) have had one of the maost rapidly
increasing incidences during the Tast years [1,2]. Almost
half of the NHI. cases are considered to be aggressive
tymphomas. Conventional chemotherapy can cure less
than 40% of these patients. Many clinical features have
been identified as independent prognostic factors in ag-
gressive lymphomas and are useful for identifying high-
risk patients. who would benefit from a more intensive

approach [3]. Abnormalities of cell cycle proteins seem

10 be an important mechanism of tumorigenesis and may
play a role in the prognosis of aggressive NHL [4].

The p33 tumor suppressor gene is affected in a wide
range of human cancers, including hematological malig-
nancies [5-10]. In some lymphoid tumors; p53 mutations
have been associated with a poor prognosis and with
disease progression [11-16]. The p53 gene encodes a
nuclear phosphoprotein, p33. which plays a key role in
cell cycle arrest, induction of apoptosis, and DNA dam-
age repair [17~18). The p33 protein is a transcription
© 2001 Wiley-Liss, Inc.

factor for p21/WAF1 protein, which is involved in the
control of the G1 to S-phase transition in the cell cycle,
causing a negative effect on cellular proliferation
[19.20]. The p33 may be inactivated by mutations of the
P53 gene, Jeading to an abnormal protein or by its inter-
action with Mdm?2, which antagonizes p33 activity, ex-
porting p33 from the nucleus to the cytoplasm where it is
degraded [21,22]. Mdm?2 is controlied by the nucleolar
protein p19 (Arf), which sequesters Mdm?2 in the nucleoli
after activation of the oncoprotein ¢-Myc [23-25]. The
¢-Myc protein forms a héterodimer with other proteins
and may stimulate proliferation (Myc/Max) or apoptosis
{(Mad/Max). ' o '

It seems that. at the time of diagnosis. 20% B-NHL
have somatic mutations in the p53 gene and expression
of p53 is remarkably higher among mutated p33. espe-

*Correspondence to: Sara T.0. Saad, M.D.. Cidade’ Universitaria
Zeferino Vaz, s/n Hemocentro-UNICAMP, Caixa Posial 6198, 13081-
970, Campinas. SF. Brazil. E-mail: sara@unicamp.br

Received for publication 4 February 20006, Accepted 15 December
2000 o :
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Celi Cycle Protein Expression and Prognosis in NHL 85

cially when 2 missense mutation is identified [16]. How-
ever, 50% of those with wild type p53 also have 2 high
p53 expression detected by immunohistochemistry. Wild
tvpe p53 protein has a short half-life and is not usually
detected by routine immunohistochemical methods.

However, when p33 is mutated or stabilized by other
proteins, its half-life increases, making the detection by
immunohistochemistry possible. Expression of p53 is not
always dependent on p53 mutations but can reflect the
functional status of the protein, when associated to the
analysis of other cell cycle proteins [26,27]. The clinical
importance of immunchistochemical expression of p33,
p2UWAF-1, c-Mve, and Mdm?2 proteins in NHL is still
controversial [4,9.16,42—45.49]. Sanchez et al. [4] evalu-
ated the relationship between cell cycle regulator pro-
teins and the clinical outcome of diffuse large B-cell
lymphomas and found no correlation between p33 ex-
pression and prognosis, but low Mdm2 expression was
identifisd as a positive progaostic marker, felated o pro-
longed overall survival, As far as we know, there is no
ciinical study evaluating concomitantly the expression of
p33, p2 I/WAF-1. Mdm2, and c-Myc proteins in aggres-
sive lymphomas and correlating their expression to clini-
cal outcome.

In this study we characterized the expression of p33,
p2I/WAF-1, Mdm2, and c-Myc proteins in a population
of aggressive NHL and correlated the findings to clinical
and laboratory prognostic factors, response to chemo-
therapy, overall survival, and disease-free survival. We
demonstrated for the first time a shorter overall survival
in c-Myc-positive patients. In addition, p53 and c-Myc-
negative expression were related to better response to
chemotherapy, and p53 and mdm?2-positive expression
were assaciated with a shorter overall survival. PCNA, a
known proliferation marker in NHL, was used to mea-
sure the proliferation rate [28-30].

MATERIALS AND METHODS
Patients

A total of 62 biopsies taken from tissue sample of 62
newly diagnosed patients, aged from 19 to 83 years (me-
dian 52.7), 30 males and 32 females, HIV-negative, with
aggressive NHL, who were seen at the Hematoiony Ser-
vice at The State University of Campinas, were studied.
The lymph node biopsies were performed at the time of
clinical diagnosis and were recovered from the files of
the Department of Pathology. The initial diagnosis was
confirmed by two pathologists and the samples were re-
classified according to REAL classification [31] as dif-
fuse large B-cell (52 patients); anaplastic large cell (6
patients: five CD 30" and one null cell type); penpherai
T-cell {non otherwise speclﬁed) (4 patients).

The initial stage included patient history, physical ex-
amination, standard blood tests including lactate dehy-

TABLE i. Antibodies Used for Evaiuation of Cell Cycle
Protein Expression”

Detection
Antibodies Lo Clong/source Dilution  Incubation method
ps3 DG-7, Dako 1:30 ON.37°C  SwrABPx
pUWAF-1 Cat no. OP6&4. 1:100 1 he. RT Dako, CSA
Calbiochem
Mdm2 Cat. 6o, 5¢-565, 1:150 { he, RT Dako, C34
Santa Cruz
c-Myc Cat. no. s¢c-40, 1:50 ON. 37°C SuABPx
Sanza Cruz
PCNA Cat. no. 5¢-56, 1:100 ON, 37°C SwrABPx
Santa Cruz

“sAbbreviations: SirABPx. streptavidin-biotin-peroxidase: CSA, camlyzed
signal amplification; ON, overnight; RT. room temperature.

drogenase (DHL), abdomen ultrasonography and/or
computerized tomography (CT), chest radiography and/
or CT, and bone marrow biopsy. The median follow-up
was 1% months {1-114 months). Patlents were classified
according to Ann Arbor and International Prognostic In-
dex (IPI) [3]. Patients above 60 years old were treated
with CHOP, and younger patients were treated with
third-generation protocols (MACOP-B. VACOP-B, or F-
MACHOP) [32]. Complete remission (CR) was defined
as the normalization of physical and radiological findings
4 weeks after the last cycle of chemotherapy. Partial
response (PR) was defined as 50% reduction of the initial
tumor mass. Patients who did not fulfill the above criteria
were considered nonresponders (NR).

Methods

Immunohistochemical analysis was performed on
formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections. The
sections were placed on previously silanized glass slides
and submitted to immunchistochemistry according to the
previously reported technique [33], with some modifica-
tions, as follows. The antibodies used in this study and
some technical aspects are summarized in Table L. Prior
to antibody incubation, antigen retrieval was achieved by
immersion of sections in citrate buffer, pH 6.0, 0.01 M,
followed by 3 cycles of microwaving of 7 min each for
p33 antibody and 2 cycles of 7 min for the other anti-
bodies. Staining was performed with diaminobenzidine,
counterstaining with Meyer’s hematoxilin, and mounting
with Entellan.

The following positive controls were used: tissue sec-
tions of breast cancer with known positivity for p33;
tissues of normal colon for pZI!WAFi and c-Myc reac-
tions; the positive cells are localized in the most super-
ficial cells which are in GO of the cell cycle. The positive
control used for PCNA was a tonsil section. Negative
controls were used in every reaction by using TBS in-
stead of primary antibody.

The expression was scored semiquantitatively by two
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vers, by analysis of 5-10 higher poWer fields under
nagnification of an optical microscope. The results
quantified as negative (0) if no staining was ob-

d in any cell and positive if the neoplastic cells.

ited nuclear staining in 1-9% of the cells (+), be-
¢ 10% and 50% (++). and more than 50%% .(+++).
iples of positive and negative reactions can be seen
are | : : SR :

stical Analysis
erall survival and disease-free survival analysis

calculated by -Kaplun—Meier method. and the sur-
curves were compared by, the log-rank test. Differ-

were considered significant. if P was lower. than |

Fig. 1. Immunostaing of aggressive
NHL. (A) pS3-positive cells (arrows); (B)
p53-negative; (C) p21/WAF-1-pesitive;
(D} p21/WAF-1-negative; {E) Mdm2-
positive; (F} Mdm2-Negative; (G] C-Myc-
positive; (H) c-Myc-negative, )

The study of CR was performed by x? test for evalu-
ation of p53 and c-Myc proteins. and Fisher's exact test
was used for the evaluation of p21/WAF.1. PCNA. and
Mdm2. Fisher's test was also used for the comparison
between protein expressions. Differences were consid-
ered significant if P was lower than 0.05. The Kruskal~
Wallis test was used for comparison berweer LDH and
protein expression.

RESULTS

Ciini;cal and laboratory data of al} patients are summa-
rized in Table H. The predominant subtvpe observed was

diffuse large. B-cell lymphomas. The majority of patients
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TABLE il. Palient Daia at Diagnosis (7 = 62}

No. %
Ann Arbor Stoge
HiH 21 34
1784 41 66
B symproms 35 63
Bulky disease 27 43.5
LDH > normat 5 52
Age > 64 years 22 41.5
P
Lowftow-intermediate risk 2147 45
High/high-intermediate risk 286137 33
Complete response 27 435
Relapses 6137 2
Death 32 b1 8-

Overall suevival. median 15 months
Dissase-free survival, median 22 months

“IPE {Internationat Prognostic Index: Shipp et al., 1993).

presented advanced disease at diagnosis. About 50%
were classified as high/high-intermediate risk IPL How-
ever, CR was achieved in 43.5%, and relapses were seen
in 22%.

Immunohistochemicals Analysis

Nuclear staining for p53 was seen in 17 out of 61 cases
(30%). Seven cases presented + expression, 4 cases pre-
sented ++, and 6 presented +++. Among these p33 posi-
tive cases, 4 showed p2 1/WAF-1 expression and 2 cases
expressed both p33 and Mdm?2.

pLI/WAF-1 nuclear expression was ohserved in 23 out
of 60 patients (42%). The expression was + in 19 pa-
tients, ++ in 4 patients, and +++ in 2 patients. ¢-Myc
expression was evaluated in 51 cases and was present in
39 cases (76.5%): 0 in 12 patients, + in 12 patients, ++ in
16 patients, and +++ in 11 patients.

Mdm?2 immunoreactivity was seen in 13 out of 44
cases (30%). Proliferative activity was evaluated by
PCNA expression, which detects celis in the proliferative
cell cycle. PCNA expression was accessible in 58 cases
and scored as + in 6 panents, ++ in 19 patients; and +++
in 33 patients.

p53 expression was not cerrelated to PCNA c~Myc,
Mdm?2, or p2 I/WAF-| expression (P = NS). PCNA ex-
pression was correlated to c-Myc expression (P = 0.002)
but not to p33, p21/WAF-1, or Mdm2 (P = NS). -

Patients with negative p33 expression had a higher rate
of complete response after chemotherapy (£ = 0.005).
p33 and pZ /WAF-1 status was also imaportant in achiev-
ing: a complete response (P = 0.01). Patients with nega-
tive ¢-Myc expression had a better response to chemo-
herapy (P 0 03) ’I'hese resu!ts are presemed in Table
HI. -

p2 iiW AFI exprcssmn was not assocaated with Mdm2

or PCNA expression or with response io chemotherapy,

TABLE Hl. Correlation of p53 and c-Myc Expression and
p53/p21WAF1 Status With Hesponse to Chemotherapy

Complets remission

Yes No
p33 expression® n w26 n o= 37
Negative 24 (605} 16 {20%} P o= Q005
Positive 2 (16%) L1 {8.4%) -
133/p21 status® n o= 26 n o= 27 P o= 001
A" 24 {60%) 16 (40%%)
B" ] i (i0%) 9(30%)
ce 1 (34%) 2 (66%)
C-myc expression A= 22 # o= 23 P o= 003
Negative 9 (d1%) 3{13%)
Positive 13 (39%) 20 (874

“9 missing cases: 8 early deaths and { patient without p53 evaluation.
= pi3/pRUWAF-1" or *: B = pS3/p2I/WAF-I~: C = pS§37p2v/
WAF-1~.

overall survival, and disease-free survival. Relapse was
not assocmzed with the express:on of any- of these pro—
teins.

There was no correlatzon between DHL and PCN Aor
p33 or c-Myc expressmn

Survival Analysis =

Overall survival was shorter in patients with p353, ¢-
Myc-, and Mdm?2-positive expression (P < 0.001, 0.05,
and 0.037, respectively) (Figs. 3--5). Similar results were
observed when we analyzed separately diffuse large B-
cell iymphomas (r = 52) (P < 0.001, 0.04, 0.01, respec-
tively).

The status p53/p2IWAF-1 was evaluated in 59 pa-
tients as follows: cases ‘p33-negative/p21I/WAF1-
negative or -positive. were grouped. as “A” (n = 44,
74 5%); cases with p33-positive and pZifWAF 1-
negative expressxon were grouped. as “B” (n = 11,
18 5%); and cases with simultanecus p53 and pZIi
WAF-1 expressmn were vroaped as “C" (n = 4, 7%).
Three cases were not available for this analysis. The
overall' survival was longer in group A and worse in
groups B and C (P = 0.04) (Fig. 2).

- "Two patients were double-positive for p53 ar_ad Mdmz2,
and both died before completing 6 months from' diagno-
sis, while p53-positive/Mdm2-negative’ patients had a
longer survival (17-54 months). At the moment of analy-
sis, 3 patients of this group were still living:

When patients were stratified according to age under
55 years and above 55 years, p53-negative expression
was related to'a better prognosis in terms of overall sur-
vival in both'groups (P = 0.0015 and 0.0413). The same
was observed when p53-negative patients were stratified

according to Ann Arbor stage (P = 0.0001 and 0.0013).

However, Mdm2 and ¢-Myc expression only influenced
overall survival of patients with age under 55 years (F =
0.0453 and 0.0483, respectively). Patients with Ann Ar-
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bor stage HI and IV 'who had Mdm2-positive ex;?:re.ssion
had a poorer overall survival (P = 0.0013) compared to

Mdm2-negative patients. The median survival of the pa--

tients under 55 years old is'shown in Table IV.
There was no difference of OS or DFS accordmc to

type of chemotherapy used or 1mmun0phenotype (dar,a.

not shown}

DISCUSSION |

In the presem swdy, we obeerved a hwh expresszon of

p:s3 and Mdm2 prozems in afmresswc NHL {30%) smn-

) 169 1I20
- P<0.0001

Fig. 2. Overall survival of 59 NHL pa-
tients according to p53/p21/WAF-1 phe-
notypes: (A) p537/p21/WAF-1* ar ~; (B)
pS3*Ip21/WAF-17; {C) p53*/p21/WAF-1",

“ Fig. 3. Overall survival of 61 NHL pa-
- tients according to. p53 expression,

TABLE IV. Overall Survival Analysis of NHL Patients <85

Years, Af:cardmg to CeIE Cycie Protein Expresamn P

Frot_em_ N i Med:an suw;\sl
expression " [ momhs) : F {iog-rank)
eMye” 7. b5 003
_e-Mye™. B 20_ ’ 14 _
© pSiT 25 kL) 0.0015
053" 8 4 .
Mdm2~ AT 3900 - 0.0453.
Mdm2* 5 -13
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lar to those previously reported [4,16.26,34.42 45 46]. In
both cases, overexpression was associated to a poor over-
aft survival. Overexpression of p33 protein due to nuclear
accumulation has been related in a seres of lymphorma
patients and varies from 5% to 90% depending on his-
tologic subtype (10]. It is overexpressed in aggressive
variants of mantle cell lymphomas {9], around 30% of
high-grade NHL, and in about 90% in patients with HIV
infection [34,35]. Mdm2 expression has been described
in approximately 25% of NHL and in one-third of wild-
type p33:positive cases, mainly in large B-cell lympho-
mas [36.37]. p2l/WAF-1 expression is present in 20~
30% of NHL, mainly in CD30-positive NHL, but there is
no description of structural abnormalities of p2 l/WAF-1
in these cases [38].

In our study, p53 expression was considered to be an
independent prognostic factor when compared to age,
DHL, and Ann Arbor stage. We observed a better overall
survival in p33-negative patienis, comparing to those
with p53-positive/p21I/WAF-1-negative phenotype. This
last phenotype is usually associated to the presence of
missense mutations that could inactivate p33 function
{39.40]. A positive correlation between p53 missense
mutations and p53 expression has been found by Kodoru
et al. [16] in a population of B-cell NHL, and both p53
mutation and expression had a negative influence on sur-
vival. However, Sanchez et al. [4] found no correlation
between p33 expression and prognosis in diffuse large
B-cell lymphomas. Overexpression of wild-type p53 pro-
tein, associated with accumulation of p2I/WAF| protein,
indicates- that p53 is functional with respect to p2i/
WAF-! activation [38]..Coexpression of p33 and p21/
WAF-1 is observed in CD30" anaplastic NHL, but p53

tients according to Mdm2 expression.

mutations are not usually seen [41]. Thus immunohisto-
chemical analysis of p2{/WAF1 combined with p53 can
provide information regarding the functional status of
p33 tmor suppressor gene [42]. Actually, Wyndham et
al. {43] observed that immunohistochemistry has a sen-
sitivity of 79% and specificity of 98% in detecting p53
mutations. In addition, mutations of the p53 gene usually
show null or low levels of Mdm2, suggesting that such
mutations result in proteins unable to transactivate these |
genes.

We could also observe a correlation between response
to chemotherapy and p33 expression. CR was achieved
in 60% of p53-negative cases and in only 16% of p533-
positive cases (P = 0.005). Loss of normal p53 function,
leading to drug resistance, could be one explanation for
this finding. Corroborating our results, Wyndham et al.
[43] and Moller et al. [42] reported that p33 abnormali-
ties {mutations and overexpression) were associated with
drug resistance and also with a poor response to chemo-
therapy. However, Sakai et al. {44] found no comrelation
between p53 expression and early response to chemo-
therapy, but in this study, several cases and different
_subtypes of NHL were evalvated.

p2I/WAF-1 expression was not correlated w;th c-
Myc, Mdm2 or PCNA expression. P2I/WAF-1 expres-
sion had no association with clinical parameters, except
when associated with p33 status.

Mdm2-negative patients in our study presented a bet-
ter overall survival (Fig. 4). When patients were stratified
according to age, Mdm2-negative expression was asso-
ciated with a longer overall survival only in patients un-
der 55 years. In these patienis, the median survival was
39 months for negative Mdm?2 and 13 months for posi-
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tive Mdm2 (P = 0.04). Mdm2-negative patients with
Ann Arbor II/TV had a median survival of 39 months. In
contrast, Mdm2-positive patients had 2 median OS of 8
months (P = 0.0013). Sanchez et al. [4] also identified a
low expression of Mdm?2 as a positive prognostic marker,
related to a prolonged overall survival in aggressive B-
cell NHI.. Recently, Moller et al. [45] verified that
Mdm2 overexpression was associated to a short survival
in follicle center lymphomas, extranodal marginal zone
lymphomas, and mantle cell lymphomas,

In our study, we found an association of ¢-Mye ex-
pression with shorter survival (P = 0.05). The role of
¢-Myc protein in lymphomagenesis 15 complex. C-myc
activates the pi9(ARF)-Mdm2-p53 tumor suppessor
pathway, enhancing p53-dependent apoptosis [46]. We
did not find a correlation between p53 and c-Myc ex-
pression. We inferred that overexpression of c-Myc was
not enough to lead to apoptosis mediated by p33 in the
most p53-possnve cases, because pS3 overexpression
might be associated with an abnormal protein that would
not respond to c-Myc regulation. Korkopoulous et al.
[47] found an association between PCNA and ¢-Myc, We
found a positive correlation between c-My¢ expression
and PCNA (PF = 0.047)) mdicatmg a high pmhferauno
state.

We did not find a correlation between p33, Mdm2, or
p21/WAF-1 expression and degree of proliferation, mea-
sured by PCNA,

In conclusion, in the present study we found that the

expression of p53, Mdm?2, and c-Myc proteins is appar-.
ently important in determining the prognosis of patients .

with aggressive NHL, and these proteins may be useful
as markers of poor outcome. p53 expressaon is an inde-
pendent factor of poor prognosis in aggressive lympho-

tients according to c-Myc expression.

mas. These findings, associated with other known prog-
nostic factors, may be helpful to understand the biology
of this group of neoplastic diseases and to direct novel
strategies t0 aggressive NHL treatment in the future.
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Abstract

We evaluated the expression of apoptosis-regulating
proteins {p5b3, Bcl-2, Bax, Bak and Mcl-1) in paraffin-
embedded tissues of 33 patients with diffuse large B celi
non-Hodgkin's iymphoma , and assessed the relation-
ship of these proteins to clinical outcome and response
to chemotherapy. Our results showed that p53 expres-
sion was an independent immunohistochemical param-
eter related to a2 poor prognosis in these lymphomas.
Bcl-2, Bax, Bak and Mcl-1 proteins, though highly ex-
pressed in almost all cases were not associated with

prognosis or response to treatment.
Copyright © 2002 5, Karger AG, Basel

Introduction

Aggressive non-Hodgkin's lymphomas (NHL) form a
heterogeneous group in terms of clinical presentation, his-
tology, immunophenotype, response to treatment and
prognosis. Diffuse large B cell NHL (DLCL) constitute up

to 20-25% of NHL. in many series. Combination chemo-
therapy may cure 40-50% of adult patients 1, 2].

Several clinical prognostic factors have been described
to predict clinical outcome, as age, lactate dehydrogenase
(LDH), performance status, and stage [3]. Recently, many
publications have suggested that proteins involved in the
regulation of cell cycle and apoptosis may lead to drug
resistance and consequently to a worse response to treat-
ment and decreased overall survival [4, 5].

Bax is a central member of the Bcl-2 family of apopto-
sis regulators, which can repress (Bel-2, Belxl, Mcl-1) or
promote apoptosis (Bax, Bcl-xs, Bad and Bak) [6]; in addi-
tion to homodimerization, Bax forms heterodimers with
other family proteins, like Mcl-1, Bcl-xl and Bel-2 [7~9].
Bax overexpression causes apoptosis [7, 9, 10], and may
function as a tumor suppressor in human hematopoietic
celis [11, 12]. High levels of Bel-2 protein detected by
immunostaining have been associated with early relapse
in intermediate and high-grade NHLs {13-15), but the
results are still controversial [16], probably because Bel-2
expression depends on counterbalancing by other Bcl-2
family members. There are few data in the literature
regarding the influence of Bak and Mcl-] expression on
the prognosis of aggressive NHL.

Therefore, p53 is another proapoptotic protein that
upregulates the expression of Bax and possibly Bak {17,
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. Overexpression of p53 is frequently associated with
abnormal protein function [19] and has a prognostic
uell6, 20-23]1 :

The aim of the present study was to analyze retrospec-
ely the expression of apoptosis-regulating proteins
i3, Bax, Bak, Mcl-1 and Bei-2} in 3 population with dif-
e large B cell NHL and to correlate the findings with
ponse to treatment and survival.

Pstients and Methods

Patients
We studied 33 cases of DLCL diagnosed and treated at the Uni-
sity of Campinas betwesn 1983 and 1998, Patients were eligible
this study if they had a representative biopsy obtained before
tment as well as paraffin-embedded formalin-fixed tigsue blocks
1 the diagnostic biopsy, available for immunohistochemical stud-
The histopathologic diagnosis was reviewed by one of the authors
i elassified according to the Revised European-Ametican classifi-
ion of lymphold nooplasms (REAL classification) [24),
The initial staging included: patient history, physical examination,
wlard blood tests including LDH, sbdomen ultrasonography and/
omputerized tomography (CT), chest radiography and/or CT and
1z marrow biopsy. The median follow-up was 32.5 months, Pa-
its wers classified according to the slassification of the {inivergity
Aichigan, Ann Arbor, Mich., USA, Patients were treated with stan-
d protocols, according to age: patients over 60 years old or with
it performance statys were treated with CHOP {21 patients) and
ng patients with third-generation regimens (12 patients) {MA-
P-B, VACOP-B or F-MACHOP) [25]. Complete remission {CR)
defined as the normalization of physical and radiological find-
i 4 weeks after the last cycle of chemothetapy. Partial response
defined as 50% reduction of the initial tumor mass. Patients who
not fulfill the above criteria were as considerad nontesponders,
Patients were also divided into two groups: fong-term survivors
8}, il they reached CR and overall survival {OS) was supetior to
years and short-term survivors (STS) if they were resistant to che-
herapy and died within 1.5 year from diagnosis.

Methods
Immunohistochemical analysis was performed on formalin-
d, paraffin-embedded tissue sections. The sections were placed
sreviously sylanized glass slides and submitted to immunohisto-
nistry, using the streptavidin-biotin-peroxidase method, zccord-
to the previously reported technique §26], with some modifica-
s. Antibody anti-p33 (DO-7, 1:50) was obtained from Dakopatts
Copenhagen, Denmark and anti-Bel-2 ($C-509, 1:40), anti-Bax
-526, 1:40), anti-Bak (SC-832, 1:40) aud anti-Mch-1 {SC-819,
)} were obtained from Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
z, Calif,, USA. Prior to antibody incubation, antigen retrieval
achieved by immersion of sections in citrate buffer, pH 6.0,
LA followed by 3 cycles ina microwave oven (750 W) of 7 min each
p53 antibody, For Bax, Bak; Mck-l and Bel-2 reactions, epitope
ieval was performed by heating in distilied water, in an autoclave at
*Cfor 5 min. Incubation was performed overnight, at 4° C, Stain-
was performed with diaminobenzidine, and counterstaining with
ret’s hematoxylin. Slides were mounted with Entelian,

Acta Haematel 2002;107:29-34

Positive controls for p53 protein consisted of breast cancer tissue
sections with known positivity. For Bel-2 and Mcl-1, the internal pos-
itive controls were endothelial cells; for Bax, endothelial cells and
macrophages; for Bak endothelial cells and neutrophils. All reactions
were performed with negative controls using TBS instead of primary
antibedy.

The expression was scored semiquantitatively by three observers,
by analysis of 5~ 10 high-power fields under 40 x magnificatioa of an
optical microscope. The results were scored in categories (0 = no
staining, + = if 1-10% of neoplastic cells exhibited immunohisto-
chemical staining in nucleus and/or cytoplasm, ++ = > 10% < 50%
and +++ = more than 50%),

Statistical Analysis

Survival Analysis. OS and disease-free survival (DFS) were stud-
ied by the Kaplan-Meier method and the survival curves were com-
pared by the log-rank test, Differences were considered significant if
p<0.05

Univariate Analysis, The variabtes analyzed were age (<60 vs,
>60), LOH ( snormal vi. >normal), achievernent of CR fyes vs. ro),
B symptoms (yes vs. no), bone marrow involvement {yes vs. no), P53
{neg. vs. por.}, p33 (0, + va. 4+, ++4), Bel-2 {neg. vs, pos.), Bax {neg.
vs. pos.}, Bak (neg. vs. pos.), Mel.1 {neg. vs. pos). Age and LDH were
also analyzed as continuous variabies, using the Mann-Whitney test.
The study of CR was performed by the 42 or Fisher test for categoti-
cal variables. The same tast was used to compare clinical variables
and p53, Bel-Z, Bax, Bak and Mcl-l expression. Differences wers
considered significant if p < 0.05. For comparison of the STS and
LTS groups, the Fisher test was used.

The Cox proportional hazards univariate analysis was also per-
formed for each variable, which calculated the confidence interval
and the relative risk of each variable in terms of survival. Variables
included were age, Ann Arbor {1, 1 vs, 111, 1V}, bone marrow involve.
ment (pos. vs. neg.), B symptoms, p33 (0,+ vs. ++, +++), Bak {G,+,++
¥s. +++), Mel-l (D44 vs. +++), Bax (0,44 vs. +++) and treatment
{CHOP vs. other regimens). Differences were considered significant
if p<0.65. Variables with p< 0.2 were selected for multivariate anal
ysis.

A x? test was used for statistical comparison of the clinical charac-
teristics between STS and L'T$ and immunostaining results.

Multivariate analysis was calculated through 2 Cox backward
proportional hazard modet and a logistic regression model. Values of
p = 0.05 were considered statistically significant.

For statistical analysis, the following programs were used; SAS
System for Windows {Statistical Analysis System}, version 5.12. SAS
Institute Inc, 19891996, Cary, N.C., USA and SPSS for Windows,
version 10.0.5 (November 27,1999). SPSS Inc, 1989-1999, Chicago,
131, USA,

Reasults

Fatients Characteristics

The characteristics of the 33 patients included in this
analysis are listed in table 1. '

The clinical follow-up ranged from 41 to 3,741 days
(median 390 days). Follow-up time was counted until
death or last evaluation. Nine patients died of fymphoma,
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and 10 patients died of other causes. Five patients were
alive between January and April 2000 and 9 patients were
lost to follow-up.

Immunohistochemical Study

Bcl-2 expression was observed in 19/32 patients
{59.4%) and negative expression in 13 patients (40.6%).
One sample could not be analyzed.

Bax immunochistochemical expression was found in 30
patients (92.5%). In 18 cases (54.5%), Bax expression was
observed in >50% of the cells, Only 3 patients had nega-
tive Bax expression. These 3 patients also had negative
D33 expression.

Bak expression was evaluated in 21 patients. There

were 18 positive cases (85.7%) and 3 negative cases
(14.3%), ali of them with negative p33 expression, but 2 of
them with Bax positive expression .

Mcl-1 expression was positive in 20/21 patients (95%),
most of the cases with more than 50% of positive cells.

p33 nuclear expression was observed in 9/32 patients
{28%). In 4 cases the percentage of positive cells was great-
erthan 10%.

Statistical Analysis

Univariate Analysis. Analysis of the probability of
inducting CR showed that Ann Arbor stages I and 11 were
associated with a better rate of CR (p = 0.009).

The univariate Cox regression mode! for O8 showed
that p53 expressions ++ and +++ were significantly asso-
ciated with shorter OS (p = 0.0098; risk ratio = 4,774; 95%
Cl=1.457-15.63).

Mudtivariate Analysis. In the logistic regression model
for the probability of not achieving a CR, only Ann Arbor
stage was significantly associated (stages [ and IV;
odds ratio = 10, confidence interval: 1,280-78,117, p =
0.0281).

In Cox regression models, p33 expression and bone
marrow involvement were both associated with a shorter
OS (table 2) {p = 0.0045 and 0.0269, respectively).

Kaplan Meier Survival Analysis. Patients with p33-neg-
ative and low p53 expression (+) bad a better OS {p =
0.0043, fig. 1). Bel-2, Bak, Bax and Mci-1 expression did
not influence overall survival (fig. 2).No differences in the
variables selected were observed, comparing LTS {(n=10)
and STS (n=17),

DFS and progression-free survival (PFS) according to
protein expression could not be calculated due to the
small number of patients.

Bcl-2, Bax, Bak, Mcl-1 and p353 Expression
in Diffuse Large B Cell NHL

Table 1. Clinical features of the 33 patients analyzed

Gender

male 16
female 17 . 51.5
Age {years) median 53(25-85)
=60 23 69.7
>60 10 30.3
B symaptoms present 24 727
absent g 27.3
Stage (Ann Arbor) I 12 364
mnv 21 536
Bulky disease present 13 39.3
absent 20 60.6
LDH =<normal 4 51.8
>normal I3 48.2
Bone marrow involvement present 4 12
absent 29 23
Extranodal disease =1 site 25 757
=2 sites 8 243
Response to therapy CR 12 46
relapses 2 16.6
Disease-free survival, days median 1,216
{123-3,481)
Overall survival, days median 390
{41-3,741)
Death due to lymphoma 9 473
Death due to other causes 10 52.5

Tabie 2. Multivariate analysis of factors that influence O% by the
Cox regression model (n=21)

Yaﬁab!é@f LT Rxsk 95% CI'-“V" P‘
_.:."‘.t‘.t ST .-.h':‘,@ﬁo',:-'_v: T e

Bone mamow involvement 4.524 1.188-17.226 0.0269
pS3{0, + vs, 44, ++4) 8.393 1.937-36.369 0.0045

Discussion

in the present study we determined the expression of
apoptosis-regulating proteins (Bak, Bax, Bel-2, Mcl-1 and
p33) in a population of DLCL in order to assess the rela-
tionship of these proteins to clinical outcome and re-
sponse to chemotherapy.

There was a significant correlation between low p53
expression {negative and +) with better overall survival
in univariate analysis (p = 0.0098). p53 expression was
found to be an indicator of poor outcome also in multivar-
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iate analysis. Patients with p33-positive expression had a
redoced OS (p = 0.0045) and have all died. Overexpres-
sion of p53 protein is usually associated with a loss of p53
gene function [19], favoring drug resistance and a worse
prognosis, Corroborating our results, Navaratnam et al.
{21] showed that patients with p53-positive tumors had a

Fig. 1. Overall survival of DLCL patients according to p53 expres-
sion. Curve A: p53 expression: O, +; curve B: p53 expression: ++,
e,

Fig. 2. Overall survival of DLCL patients according to Bel-2 {a), Bax
(b), Bak (¢}, and Mcl-} {d) expression. a Curve A: Bel-2 expression:
ek ik curve Br Bel-2 expression: 0, +. b Curve A Bax expression:
0, +, ++; curve B: Bax expression: +++. ¢ Curve A: Bak expression:
0, +, ++; curve B: Bak expression: +++, d Curve A: Mel-1 expression:
0, #, ++; curve B: Mcl-1 expression: +++, - .
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