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Resumo




Os Linfomas Nao Hodgkin (LINH) s@o neoplasias originarias de linfocitos B e/ou T.
A classificacdo histologica dessas doengas € complexa, sendo que ha uma tendéncia em se
agrupar os diferentes subtipos nas categorias de baixo, intermediario ou altoc grau de

malignidade segundo critérios clinicos.

A proteina BCL-2 foi descoberta a partir de linfomas foliculares (baixo grau de
malignidade) que apresentam a translocagdo 1(14;18) a qual aproxima sequéncias ”
promotoras do gene de cadeias pesadas de imunoglobulinas (IgH) ao gene de bcl-2 (B-Cell
Lymphoma 2), tornando-a superexpressa nesses tumores. A proteina BCL-2 esta envolvida

na resisténcia a diversos agentes quimioterapicos e na regulacio de apoptose.

Sabe-se que células de vida longa em nosso organismo, como os linfocitos B de
memoria, neurdnios, células que margeiam membranas basais, etc, apresentam bci-2
superexpresso. Acredita-se que falthas no sistema de recombinagido homéloga, no periodo
em que a expressdo de bcl-2 deve ser ativada em linfocitos de memoéria, sejam responsaveis
tanto pela desregulagio da apoptose e ciclo celular nos LNH, e ainda um passo inicial para

a tumorigénese.

Nés analisamos a expressio de algumas proteinas da familia BCL-2, pré (BAX e
BAK) ou anti-apoptéticas (BCL-2 e MCL-1) por imunchistoquimica em Iidminas de tecido
tumoral obtidas de uma série historica de 128 casos de LNH atendidos no Hospital de

Clinicas da UNICAMP com graus de malignidade baixo, intermediario e alto.

Nossos resultados mostraram expressdo da proteina BCL-2 em cerca de 55% dos
casos nos LNH de alto grau, 85% nos LNH de grau intermediario e 90% nos LNH de baixo
grau de malignidade.

Houve uma maior percentagem de células positivas para a proteina BAX, sendo
94% para os casos de LNH de alto grau, 100% nos LNH de grau intermediario e 74% nos
casos de LNH de baixo grau de malignidade.

Para a proteina BAK, observamos 88% de positividade para os casos de LNH de
alto grau, 75% de positividade para os casos de LNH de grau intermediairo e 95% nos LNH

de baixo grau. A proteina MCL-1 apresentou os mais altos niveis de detecgio, sendo que de



todos os casos estudados, somente 3 casos de LNH de alto grau de malignidade foram

negativos.

Neste trabalho observamos a correlagdo entre os niveis de expressio das proteinas
MCL-1 e BAX (p~0,0028) e uma tendéncia de correlagio entre BAX e BAK (p=0,063) nos
INH de aito grau de malignidade.

A expressio de BCL-2 foi significativamente maior nos LNH de graus baixo e
intermediario quando comparados aos LNH de alto grau de malignidade (x*=16,294 ¢
p=0,001). A proteina BAX apresentou niveis de expressio semelhantes nos LNH de graus
intermediario e alto, mas significativamente menor nos LNH de baixo grau de malignidade

(p=0,02).

Os dados inéditos deste trabalho, como a expressio aumentada de BAK e MCL-1
em LNH, associados a dados ja descritos na literatura como o aumento de expressdo de
BCL-2 e BAX, sugerem que a expressfio aumentada de proteinas reguladoras da apoptose
devem estar implicadas na etiopatogenia e fisiopatologia dessas neoplasias. Estudos de
regulagdo génica dessas proteinas poderiio indicar diferengas entre elementos responsivos

desses homologos, relacionados ao controle da apoptose.

Palavras chave: BCL-2, BAX, BAK, MCL-1, LNH, apoptose, IHQ.
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Non Hodgkin's Lymphomas (NHL) are neoplasms originated from B and/or T
lymphocytes. These lymphomas can be classified into categories named low, intermediate

or high malignant risk, according to ¢linical criteria.

The BCL-2 protein was described in follicular lymphomas {(low grade of
malignancy) that harbor the t(14;18) translocation. This translocation brings the promoter
sequencies from immunogiobulin Heavy (/gH) chains gene near to bcl-2 (B-Cell
Lymphoma 2) gene, turning it overexpressed in these tumours. The BCL-2 protein is
important in the resistance to many chemotherapeutic agents and regulation of apoptotic

mechanism.

It has been observed that long lived cells as memory B cells, neurons, stem-cells at
the edge of basement membranes, etc, overexpress dcl-2. Non Hodgkin's Lymphomas
present alterations on apoptosis and cell cycle, probably due to defects in the homologous
recombination system, by the time bcl-2 is expressed in memory cells. This could be an

initial step to tumorigenesis.

The aim of our study was to analise by immunohistochemical techniques the
distribution of pro (BAX and BAK) and anti (BCL-2 and MCL-1) apoptotic proteins of the
BCL-2's family on tissue slides obtained from 128 cases of NHL seen at Hospital de
Clinicas UNICAMP.

We found BCL-2 protein expression in 55% of the NHL high grade, 85% of the
NHL intermediate grade and 90% of the NHIL low grade. BAX protein was highly
expressed in all categories: 94% at high grade NHL, 100% of the intermediate grade and
74% of the low grade NHL. BAK protein showed expression in 88% of the NHL high
grade, 75% in NHL intermediate grade and 95% in NHL low grade. MCL-1 protein had the
highest levels of expression, being positive in all cases studied, except three cases of NHL

high grade.

In this study, we found correlation between MCL-1 and BAX expression levels
(p=0,0028) and a tendency of correlation between BAX and BAK (p=0,063) in high grade
NHL tumours.



BCL-2 expression was significantly higher in low and intermediate grade
malignancy tumours compared to expression levels of this protein in NHL of high grade
malignancy (x*=16,294 and p=0,001). BAX protein expression levels were similar in NHL
of intermediate and high grade tumours but significantly lower in low grade malignancy
tumours (p=0,02}.

The inedited data of this study as high BAK and MCL-] expression in NHL,
associated to the already published high expression of BAX in high and intermediate grade
NHL and BCL-2 in low and intermediate grades NHL, in agreement with the literature,
suggest that apoptotic regulating proteins may be implicated in etiopathogeny and
physiopathology in these diseases. Studies on genetic regulation of these proteins may

indicate differences between homologous responsive elements altering apoptosis control.

Key words: BCL-2, BAX, BAK, MCL-1, NHL, apoptosis, PCD, THC.
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Introducdo

Apesar do estudo do cincer remontar épocas tio longinquas quanto das antigas
observagdes egipcias gravadas no papiro de Ebers (acredita-se que date de 1600 A.C),
apenas nas ultimas décadas progressos significantes tém sido feitos no entendimento da
etiopatogenia dos tumores malignos. Grande parte desses avangos se deve as técnicas de
imuno-histoquimica, citometria de fluxo, aplicagdo de genética e técnicas moleculares para
dissecar genes e seu envolvimento nos complexos fendmenos do controle do crescimento

celular e oncogénese (Leonard et al, 1995).

A neoplasia maligna pode ser definida como o acumulo de células anormais que
pode levar & perda da homeostase de tecidos afetados ou do individuo como um todo. Esse
actimuio de células pode advir de uma perda no controle da proliferacio devido a mudangas
na taxa de divisio celular, escape ou retardo da senescéncia ou da morte celular
programada ou apoptose (PCD), falha na diferenciagiio celular (transformagio maligna),

entre outros (Fung et al, 1993).

Genes supressores de tumores codificam proteinas que coletivamente tém o papel de
evitar o acamulo de mutacdes no genoma da célula e a replicagiio de células alteradas. Por
outro lado, oncogenes codificam proteinas que controlam diretamente a proliferagio celular
e quando tém sua expressdo alterada estimulam o crescimento desordenado de células
malignas. Em geral, mutagBes estdo presentes nas neoplasias tanto em genes supressores de
tumores, quanto em oncogenes. Encontram-se identificados cerca de dez genes supressores
de tumores ¢ cem oncogenes humanos envolvidos em processos de malignizagio (Simpson,
1998).

Atualmente acredita-se que os clnceres sejam o resultado de acimulo sequencial de
mutacbes, levando a progressdo de lesSes alteradas mas nfo malignas (displasias ¢
metaplasias) até tumores metastaticos (Fearon and Vogelstein, 1990). Neste contexto,
mudangas genéticas que levam 2 ativacgio irreversivel de vias regulatérias de crescimento
seriam também premissas para mutacSes subsequentes em genes envolvidos com alteragGes
de adesdo celular (CAM = Ceil Adhesion Molecules), estrutura do citoesqueleto

{(microtabulos e microfilamentos) ou o aumento da produgio de proteases.
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A perda de adesdo célula-célula ou célula-substrato poderia, dessa forma, resultar
em apoptose. Similarmente, expressdo aumentada de proteases que normalmente
degradariam tecidos normais, induzindo regressio e apoptose, em células neoplasicas
poderiam estar relacionadas com um aumento de invasio tecidual ¢ metistases (Schwartz e

Ingber, 1994).

LINFOMAS NAO HODGKIN

Os Linfomas Nio Hodgkin (LNH) se incluem em uma categoria de neoplasias que
corresponde a cerca de 7% de todos os cénceres. A incidéncia de linfomas nio Hodgkin
(LNH) tem aumentado de 3 a 4% ao ano desde o inicio dos anos 70 (Mara ¢ cols, 1997)
com as taxas de mortalidade aumentando em 2% ao ano; somente as taxas de cincer de
pulmio entre mulheres e melanoma cutéineo tém aumentado mais rapidamente (Devessa ¢

Fears, 1992).

As causas precisas desse aumento de incidéncia permanecem desconhecidas, apesar
de varios fatores de risco se mostrarem associados 4 etiologia dos LNH. Titulos elevados de
Epstein Barr Virus (EBV) assim como integragio clonal de EBV ao DNA indicam um
possivel envolvimento patogénico em muitos desses casos. Também linfomas policlonais

associados a casos EBV negativos tém sido relatados em LNH relacionados 4 AIDS.

Pacientes submetidos a transplante de érgios recebendo terapia de imunossupressio
tm um risco estimado entre 26 a 46 vezes maior para LNH., Também uma
imunossupressdo subclinica associada & idade tem sido relacionada ao aumento de taxas de
LNH em populagbes de maior faixa etédria. Predisposicdo familiar para LNH parece ser
rara, apesar de parentesco entre individuos portadores de sindromes de instabilidade

genética afetados por LNH, estar sendo descrita.

Certos tipos de exposi¢io ambiental ou ocupacional parecem ser fatores importantes
no aumento de incidéncia de LNH ¢ so o foco de estudos epidemiologicos em andamento.
Por exemplo, um risco aumentado de 2 a 8 vezes tem sido observado em trabalhadores

rurais expostos a pesticidas, especialmente herbicidas baseados em acido fenoxiacético
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como o 2,4-D (dioxina) e compostos relacionados. Aparentemente, a exposigo a pesticidas

determina um aumento da instabilidade gendmica (Fisher et al, 1993).

Os Linfomas Nio Hodgkin (LINH) representam um grupo muito heterogéneo de
doencas linfoides origindrias de células B ou T, ou muito raramente de histiocitos
verdadeiros e agrupam-se em baixo, intermediario e alto grau de malignidade para os

subtipos histologicos.

A tendéncia mais atual com relaciio a classificaciio de subtipos de LNH, visando
melhor padronizagio de tratamento, consiste em agrupar linfomas de baixo e intermediario
graus de malignidade em linfomas indolentes e os linfomas de alto grau de malignidade em
agressivos. A terapéutica adotada depende do subtipo tumoral e estadiamento clinico do
paciente. Muitos desses subtipos sdo sensiveis 4 quimio e radioterapia, podendo-se alcancar

até cerca de 80% de remissdo completa da doenga.

Os L.NH de baixo grau de malignidade sio, portanto, doencas que se caracterizam
por serem indolentes, com aciimulo de células de longa sobrevida, talvez associadas com o
aumento de expressio de BCL-2. No tratamento, uma abordagem de observacio e espera
pode ser inicialmente justificada até a progressio da doenga. Apesar de muitos avangos nos
altimos 20 anos, as opgdes terapéuticas para este grupo de pacientes ndo tém apresentado

uma melhora significativa.

Remissdes com longa duragio podem ser obtidas em 30 a 40% dos casos. Apesar
disso, muitos pacientes podem finalmente morrer dessa doenga. A intensificacdo do
tratamento quimioterapico em pacientes de alto risco parece produzir resultados superiores,
mas estd associada a um aumento da toxicidade (Gianni et al, 1994). Este € um problema

particularmente importante em pacientes idosos.

Grande parte dos pacientes com recidiva de LNH nfo alcancam a cura com
tratamento convencional. Quimioterapia de altas doses seguida de transplante autdlogo de
medula Ossea ou de células precursoras de sangue periférico tém sido usados para tratar
pacientes com recidivas de LNH. Entretanto, somente uma minoria de pacientes com idade
inferior a 60 anos e condigdes orginicas e hematoldgicas suficientes, sdo elegiveis para esse

tipo de tratamento.

Ly
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A principal causa de recidiva tumoral em pacientes portadores de neoplasias de
¢elulas B e LLINH agressivo parece ser o desenvolvimento ou a selegdo de novos clones de
células neoplasicas resistentes & quimnioterapia, aliado ao decréscimo da tolerincia do

hospedeiro a terapia citotoxica.

Dentre as inimeras possibilidades terapéuticas em estudo, podemos citar a
imunoterapia, utilizando anticorpos monoclonais nativos; imunotoxinas;
radioimunoconjugados; anticorpos biespecificos estio em fase de teste clinico e novos
agentes antineopldsicos, assim como citoprotetores e estimuladores da fungfio imune
(células NK = natural killer). Com isso, podemos vislumbrar melhor progndstico para 0s

portadores dessas doengas num futuro préximo.

A PROTEINA BCL-2

O gene bcl-2 (B-Cell-Lymphoma 2) foi descrito inicialmente a partir da
translocag8o t(14;18) que caracteriza cerca de 85% dos linfomas foliculares e cerca de 30%
dos linfomas difusos de grandes células. Nessa translocagio o segmento 18q21 ¢ justaposto
a alguns loci de promotores da cadeia pesada de imunoglobulinas localizado em 14932,
levando a producdo de altos niveis de RNAs quiméricos e a superexpressio da proteina
BCL-2, de peso molecular 26kDa.

A homeostase de tecidos normais se faz através do controle entre a proliferacdo
celular e a morte celular (Blandino e Strano, 1997), sendo assim, um dos efeitos de muitas
drogas anti-cancer ¢ levar a destruiciio das células neoplasicas através da apoptose, durante
0s pontos de checagem, entre as fases do ciclo de divisio celular, uma vez que estas se
encontram geralmente com altas taxas proliferativas (Reed, 1995). Os danos ao DNA
(alquilagBes, "nicks" e quebras, intercalagdes, inibicdo da topo isomerase, etc.) das células
alvo induzidos pelos quimioterdpicos, estimularia a entrada das células em apoptose.
Assim, as lesOes no DNA deveriam interromper o ciclo celular na fase G1, através da
proteina p53. Em sendo esses danos irrepariveis, a mesma proteina p53 promoveria a
entrada dessas células em apoptose ou PCD (morte celular programada), mecanismo

“econdmico” de manutencio da integridade do genoma celular (Figura 1).

6
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Tisse processc pode ser bloqueado em células neoplasicas expressando altos niveis

de BCL-2.

Entradae em M: Pouto de verificaclio de &2
- Replicac@io dos cromossomos completada?
- RelacZo superficie volume suficiente?

- Saida de M: Ponto de verificagdo da meiﬁm&
- Cromeossomos alinhados?

7

szto de restricdo (R): Ponto de verifi m.g:ﬁ@ de i}i
- Tamanho celufar suficiente? -

- Fatores de crescimento presentes? '

Figura 1: Esquema do ciclo celular em suas diferentes fases e os pontos de verificagdo da divisdo
celular com os respectivos fatores a serem controlados pela célula a fim de que a mesma

possa progredir no ciclo ou entrar em apoptose.
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Recentemente, vérios genes envolvidos no controle da apeptose t8m sido

identificados, desde nemétodas até humanos {Stewart, 1994; White, 1996).

A descoberta de que Acf-2, diferentemente de outros oncogenes previamente
estudados, fiincionaria na prevengio da morte celular programada (Thompson, 1995), ao
invés de promover a proliferagio celular, estabeleceu toda uma nova classe de oncogenes
envolvidos na regulagio do mecanismo apoptotico (Korsmeyer, 1992; Yang e Korsmeyer,

1996).

Podemos destacar a expressio de BCL-2 numa variedade de tipos celulares,
particularmente células de “vida-longa”, tais como linfocitos de memoéria e alguns tipos de
neurdnios. Um de seus efeitos ¢ a manutengio de células Drecursoras que margeiam &
membrana basal de varios epitélios, incluindo pele, colon e prostata (Hockenbery et al,

1991).

Foi observado que a superexpressio de hcl-2 aumenta a porcentagem de células
vigvels de algumas linhagens celulares dependentes de citocinas mesmo apos a retirada
desse estimulo, tais como as interleucinas 2, 4, 6, além de fator estimulante de coldnias para
macrdfagos e granulécitos. (Nunez et al, 1990). Diferentes fatores de crescimento: 112, IL.4
e IL7 para células T, GM-CSF e IL3 para células méléides e eritropoietina para a linhagem
eritréide, tém sido demounstrados como promotores de sobrevivéncia, entretanto a expressio

de hcl-2 ndo parece ser afetada por tais fatores {Harrington et al, 1994).

Hibridomas de células-T transfectados com bc/-2 e timécitos e células-T periféricas
de camundongos transgénicos com superexpressio de bel-2 se tornaram protegidos contra
varios tipos de agentes apoptdticos, tais como glucocorticoides, radiagio gama, ésteres de
forbol, ionomicina e ligagfo cruzada de moléculas de superficie por anti-CD3 (Yang e

Korsmeyer, 1996).

Os efeitos "in vive" de BCIL-2 foram inicialmente mvestigados usando-se
camundongos transgénicos com superexpressio de bek? em células B ou células T.
Quando o bcl-2 transgénico € expresso em linfbcitos B, os camundongos desenvelvem
hiperplasia folicular, algumas das quais progridem para linfoma monoclonal de alto grau

{Mc Donnell ¢ Korsmeyer, 1991). Por esse experimento, um fongo tempo de laténeia entre
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a progressio de hiperplasia policlonal para malignidade monoclonal parece compativel com
a hipotese de que outros eventos oncogénicos em adi¢do a superexpressio de bcl-2 sejam

necessarios para a formacfo tumoral.

Em linfomas de camundongos transgénicos bcl-2-Ig, um segundo evento comum
foi descrito como sendo a translocagfio do oncogene Mye (Marin et al, 1995). A progressao
para linfoma nesses camundongos bcl-2-transgénicos, constitui evidéncia "in vivo" de que
t(14;18) e superexpressdo de bcl-2 desempenham um papel primério na oncogénese Esses
experimentos com camundongos transgénicos demonstraram que a morte celular € um
processo muito controlado na diferenciacgfo linfoide e a perda desse controle parece ser
tumorigénica. MutagBes deletérias que poderiam resultar em morte celular poderiam ser

mantidas no genoma quando a apoptose fosse inibida.

Estruturalmente BCL-2 compartilha uma homologia limitada com a proteina viral
E1B-19kD e pode substitui-la na habilidade de inibir morte celular induzida por E1A (Rao
et al, 1992). Também foi relacionada com a inibigdo de apoptose causada por proteinas de
outros virus, tais como: HTLV-1 (human T-cell lymphotropic virus type 1) e Sindbis
alphavirus, permitindo o estabelecimento de infeccdo viral persistente (Yamada et al, 1994,
Levine et al, 1993).

Numerosos exemplos mostram que a superexpressdo de bcl-2 pode inibir a apoptose
causada por estimulos toxicos externos, tais como: drogas quimioterapéuticas (inibidores de
sintese de DNA, agentes alquilantes, inibidores de microtubulos, antimetabdlitos), stress
oxidativo (H20;, menadiona, peroxidagio membranar) e outros como TGF-B,
staurosporina e perda de matriz extracelular (Miyashita ¢ Reed, 1992; Desoize, 1994;
Lowe et al, 1993; Reed et al, 1994).
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Apesar de numerosos exemplos positivos, BCL-2 n3o previne toda morte celular.
BCL-2 nd3o tem um efeito substancial sobre a selecfio negativa de timécitos nem sobre os
alvos das celulas -T-citotoxicas. A superexpressio de bcl-2 ndo previne varios exemplos de
morte celular, entdo € teoricamente possivel que haja mais de uma via distal apoptética, e
essa proteina agiria apds a convergéncia de muitos sinais no caminho apoptotico, como é

demonstrado para outros membros da familia BCL-2 (Vaux et al, 1992).

Observagdes tém sido relatadas no sentido de seu efeito anti-apoptotico ser, algumas
vezes, dose relacionado. Estudos de fracionamento celular, imunofluorescéncia e
microscopia confocal, usando anti-BCL-2 indicaram que esta seja uma proteina de
membranas intracelulares, cuja distribui¢io varia de acordo com o tipo celular, 0 mesmo

ocorrendo para outros membros da familia (Monaghan et al, 1992).

BCL-2 tem sido mais convincentemente localizada na membrana externa
mitocondrial, principalmente nos pontos onde esta se encontra com a membrana interna
mitocondrial, seu sitio preferencial nas células hematopoiéticas, assim como no reticulo

endoplasmatico liso e na membrana perinuclear (Krajewski et al, 1993).

A completa atividade de BCL-2 depende de sua localizagdo na membrana
subcelular. Apesar de muitas caracteristicas da apoptose serem observadas no micleo das
células (condensa¢do da cromatina, degradacdio do DNA mediada por endonucleases em
mono ou oligdbmeros a cada cerca de 200 pares de bases e clivagem caracteristica de
proteinas nucleares), tem ficado claro que estruturas ndo nucleares devem estar envolvidas

no controle apoptotico.

Estudos ir vitro com mitocéndrias purificadas demonstraram que a porgdo carboxi-
terminal de BCL-2 funciona como uma sequéncia-dncora responsavel pela sua localizacdo
e insercio na membrana mitocondrial externa, e pelo dominio trans-membrana (TM
domain} (Nguyen et al, 1993). Isso expde muito da proteina ao citossol, onde permaneceria
sensivel & digestdo por proteases. BCL-2 destituida da sequéncia de ancoragem se torna
apenas parcialmente funcional na protegfio contra apoptose, entretanto a por¢do truncada
esta ainda ligada ao seu par associado de heterodimerizacgo, a proteina BAX (Jacobson et
al, 1993). (Figura 2).
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Figura 2: Esquema linear da proteina BCL-2 humana mostrando os dominios de homologia de
BCL-2 (BH), os segmentos em a-hélice e o dominio transmembranico (TM}. A ligacdo
de Raf-1 e calcineurina se d4 no segmento BH4. Uma al¢a flexivel entre a primeira ¢
segunda «-hélices é necessaria para fosforilagdo de BCL-2 e pode representar um
dominio de regulacio negativa. O dominioc de ligagdo BH3 tem papel na dimerizagdo de
membros da familia ¢ a combinagio de BH3 com BHI e BH2 parece estar envolvida na
formacio de uma fenda hidrofébica onde BH3 se insere. A quinta e sexta a-hélices
parecem estar envolvidas na formagdo de canais, atravessando a bicamada lipidica.

{Adaptado de Reed, 1997)
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A funcdo de BCL-2 nfo ¢ dependente da cadeia de fosforilag3c oxidativa e
transporte de elétrons, estimulo conhecido por sua capacidade de formar o poro de transigio
de permeabilidade (PT), como foi demonstrado por sua habilidade de inibir a apoptose em
células sem DDNA mitocondrial ¢ incapazes de transportar elétrons (Hockenbery et al,

1993).

Indutores quimicos da abertura do megaporo mitocondrial (PT) podem induzir
mitocdndrias normais e saudéveis a liberar fatores que resultam em destruicio nuclear
semelhante & observada em apoptose, tais como o AIF (apoptosis induction factor)
{Zamzami et al, 1996). Além do mais, iiberacio do citocromo “c” da mitocéndria para o
citoplasma ocorre durante a apoptose e promove ativacio de proteases (caspases) da familia

de enzimas beta-conversoras de interleucina 1 (Liu et al, 1996) (Figura 3.)

Poro de transi¢io mitocondrial
(liberagdo de cit ¢ ¢ ATF)

Caspases
=

mﬁ% BAD

#

NF-AT
Figura 3: Esquema da atividade multifuncional da protetna BCL-2. Além da capacidade de formar
canais transmembrinicos que podem influir direta ou indiretamente na formacgio do
megaporo mitocondrial ou liberagdo do citocromo-c ¢ fator mdutor de apoptose {AlF) da
mitocondria, BCL-2 ou BCL-XL também podem se ligar a varias outras proteinas

envolvidas na regulacio da morte celular. (Adaptado de Reed, 1997).
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A BCL-2 localizada no reticulo endoplasmatico pode estar envolvida na homeostase
de Ca'". Esse fon parece estar envolvido na apoptose, pois certas fragmentagdes
internucieossomais de DNA dependem desse cation e iondforos de Ca e iononmeing
induzem apoptose em linfocitos. Estudos usando thapsigargina, um inibidor de bomba de
Ca™" associada ao reticulo endoplasmatico, indicaram que a apoptose estd associada com
um efluxo de Ca’ para o citoplasma e BCL-2 pode bloguear esse efluxo através da

membrana do reticulo endoplasmatico (Lam et al,1994; Baffy et al, 1993).

OUTRAS PROTEINAS DA FAMILIA BCL-2

A familia de genes relacionados a bel-2 tem crescido e assumido grande importancia
1o estudo da viabilidade celular nos Gltimos tempos e assim varias proteinas da famiiia
BCL-2 tém sido descritas. Algumas com fungdes pré (BAX, BAK, BCL-XS, entre outras)
ou anti-apoptoticas (BCL-XL, MCL-1, etc) Esta familia de proteinas possui grande
conservacio filogenética em dominios de ancoragem de membrana, residuos fosforilaveis,
dominios em alca (loop-domains) e regides de homologia de ligagdo (Binding Homology
BH1, BH2, BH3, BH4) (Figura 4).

Acredita-se que durante o processo evolutivo essas proteinas tornaram-se
especificas para determinados tipos celulares, com expressao diferenciada em diversas
fases da embriogénese e por toda a vida dos individuos. A identifica¢do de proteinas
homélogas ao BCL-2, algumas das quais se ligam a ela, sugere, pelo menos em parte, uma
interagio proteina-proteina. O primeiro desses homdlogos, BAX, foi identificado por
coimunoprecipitagio com a proteina BCL-2. BAX € uma proteina de 21kD que compartilha

homologia com BCL-2 principalmente em dois dominios, BH1 e BH2.
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Figura 4: Esquema bidimensional apresentando relagles estruturais e funcionais entre membros da
familia BCL-2. Dominios estruturais para cada membro sio mostrados e podem ter
algumas variacdes entre si. Pode-se observar que algumas regides de homologia (BH1 a
BH4) assim como sequéncias de inser¢do de membrana C-terminais estio ausentes em

alguns membros. (Adaptado de Kroemer, 1997).

A proteina BAX forma dimeros e também se associa com BCIL-2 formando
heterodimeros. Quando bax foi superexpresso em células, a apoptose em resposta a um
sinal de morte foi acelerada, designando a proteina como pré-apoptotica. Quando bel-2 foi
SUPETEXPresso no mesmo sistema, dimerizou com BAX e a morte celular foi suprimida.
Acredita-se entdo que a taxa de BCL-2 em relagio a BAX determine 2 quantidade de
heterodimeros BCL-2/BAX versus homodimeros BAX/BAX e isso determinaria a

suscetibilidade da célula a morte por apoptose (Oltvai et al, 1993; ¢ Yin et al, 1994).

O gene bax ¢ bastante expresso em varios tecidos, incluindo alguns cujas células
podem morrer durante o processo de maturagio do orgo (Krajewski et al, 1994).
Recentemente foi descrito que a proteina p53 ativaria a transcricdo simultinea do gene hax

ligando-se a regiio de consenso deste e o aumento de seu dimero com BCL-2 em células
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normais, sendo entdo este um dos mecanismos pelos quais p33 ativaria a apoptose. Quando
ha superexpressio do gene bei-2, haveria maior composi¢ic de homodimeros dessa
proteina favorecendo a sobrevivéncia de células mutadas (Selvakumaran et al, 1994,

Miyashita et al, 1994).

Um outro homdlogo cuja fungdo € similar a BCL-2 ¢ a proteina BCL-X, que fon
clonada por hibridizacio de baixa estringéncia, usando-se o gene bel-2 como sonda. BCL-X

mostra 44% de homologia de amino-acidos com BCL-2.

O produto génico de bel-x existe em duas formas: L=large, S=small. BCL-XL, que
codifica 233 amino-icidos e contém os dominios altamente conservados BHI ¢ BH2
(dominios anti-apoptoticos) e uma forma com "splicing" alternativo de seu mRNA, BCL-
XS, que perde uma regifo refernte a 63 amino-4cidos, compreendendo os dominios BH1 e

BH2, mas mantendo BH3 (pro-apoptotico).

BCL-X1L, similarmente a BCL-2, inibe apoptose em muitos ensaios. BCL-XS, por
outro lado contraria o efeito de BCL-XL e BCL-2, por apresentar o dominio BH3, comum a
essas trés proteinas e relacionado com a dimerizagio de proteinas favoravers a entrada em
apoptose (Boise et al, 1993; Chao et al, 1995). BCL-XL pode ainda heterodimerizar com
BAX, tendo o mesmo efeito de BCL-2 (Sedlak et al, 1995). Os padrbes de expressdo
sugerem que BCL-2 possa ser mais importante para manter a homeostase de células-T
latentes ¢ BCL-~XL ter maior envolvimento na pos-ativaglo de decisdes de sobrevivéncia,

ou seja, a jusante de BCL-2 (Gonzalez-Garcia, 1994).

A expressio de BCL-XL é notadamente alta em cérebros de adultos (Krajewski et
al 1994). Em um estudo com uma linhagem celular superexpressando o gene mdr-1
(multiple drug resistance 1), observou-se um aumento do produtc do gene bel-xp, estando

essas células também resistentes 4 apoptose induzida por radiago gama (Datta et al, 1995).

MCL-1 é uma proteina com fungfo anti-apoptética e se apresenta aumentada nas
linhagens mielodides precursoras em diferenciagio na medula Ossea e linfocitos de sangue
periférico (Craig et al, 1994; Krajewsk: et al, 1995, Zhou et al, 1997; 1998}, MCL-1 tem
sido descrito como também capaz de dimerizar com BAX em algumas linhagens celulares,

no entanto essa proteina exibe dois dominios PEST que parecem relacionados com a
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inducdo de rapida degradacio, ac contrario de BCL-2 (Bodrug et al, 1995) Essa proteina
apresenta-se muitas vezes proxima a BCL-2 nos diferentes compartimentos celulares comn

membrana e tambeém aparece em outras organelas (Reynolds et al, 1994} (Figura 5).

o Mecmbrana cé_iﬂiézf

Figura 5: Formac8o de complexos funcionais entre membros da familia BCL-2 e outras moléculas.
Membros pro-apoptcticos (verde) ou anti-apoptdticos (alaranjado) atuam ao nivel da
membrana mitocondrial extema. A abundancia relativa entre membros prd ou anti-
apoptdticos parece determinar a susceptibilidade da célula 3 apoptose. Og membros da
familia interagem entre si ¢ até com homélogos conservados filogeneticamente (CED-4),
ou proteinas mibitorias de apoptose no relacionadas (BAG-1 e RAF-1). Também serina
ou treonina quinases agem sobre sitios especificos em BAD ou BCL-2. Receptores de
fatores de crescimento podem modular a composicdo de complexos com BCL-2 de trés
diferentes maneiras: (1) regulacio da atividade de quinases {ex: receptor de interlencina-
3), (2) regulagdo da distribuicio de RAF-1 via RAS, ou (3) higagdo de BAG-1 quando da
retirada de fator de crescimento de hepatécitos ou fator de crescimento derivado de
plaquetas. O complexo BCL-2 tem efeitos em fimcdes mitocondriais locais o pode
neutralizar efeitos de morte como os de CED-4 {que interage com caspases). A sigla
DAM representa moléculas adaptadoras de morte {exemplo FADD) que causam ativacio
de caspases. (Adaptado de Kroemer, 1997).
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Nos linfonodos, estudos utilizando imunchistoquimica revelam expressio de
MCL-1 no centro germinative de linfocitos e em alguns linfocitos inter-foliculares,
particularmente ©s que parecem estar ativados. J& a proteina BCL-2 se apresenta positiva
nos linfécitos da zona do manto que representam a populagio de células B recirculantes
relacionadas com a meméria imunoldgica e que apresentam tempo de vida indeterminado
por serem responsaveis pela resposta imune anamnésica (Figura 6). Esta proteina esta
também presente nos foliculos neoplasicos, onde as células se tornam imortalizadas pela
superexpressio de bel-2 (Krajewski et al, 1994).

Zong do

mante Capsula

Zona dependente de timo ! Vaso linfatico aferante Regifio

interfolicuiar

Presenca de fibras

reticulares Sei
de sustentagio eio
\ subcapsuiar

a/(

Nédulo
linfético

Centro
germinativo

™ Trabecula

Corddes
medulares

Seio medular

Figura 6: Desenho esquematico de um ganglio linfatico mostrande suas diferentes regides e
estruturas. Note os centros germinativos onde devem se encontrar as células dendriticas
que parecem estar envolvidas na estimulagdo de processos de recombinagdo homologa
em linfocitos, processos esses que, quando mau-acabados podem ser responsaveis por
alteragBes gensticas {ex.. translocacdes, delegles, wmutacdes puntuais, etc)
provavelmente envolvidas em processos iniciais de transformagdes malignas nessas

células e frequentemente observados nas respectivas neoplasias.
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A proteina BAD regula negativamente BCL-2 e BCL-XL ¢ desloca BAX, por ligar-
se mais fortemente a seus homologos e a nivel molecular n3o possui o dominio carboxi-
terminal, sugerindo que esta ndo seja uma proteina transmembrinica (Gajewski e

Thompson, 1996).

A proteina BCL-2 interage com produtos de outros oncogenes. Foi demonstrado gue
a sua expressdc constitutiva inibe a apoptose induzida pela proteina MYC, permitinde a
imortalizagdo da célula por esse oncogene; dessa maneira a cooperagio sinergistica entre
oncogenes de classes diferentes favoreceria uma transformacio (malignizago celular) mais

potente do que a agdo de um Unico oncogene (Harrington et al, 1994).

Um outro membro dessa familia é o gene bak que teria um efeito similar ao efeito
do produto do gene bax, porém com preferéncia de dimeriza¢do com BCL-XL ao invés de
BCL-2 que tem maior afinidade 2 BAX. Suas especificidades para tipos celulares também

diferem.

A proteina BAK ¢ expressa em epitélios complexos (nasofaringe, esdfago, colon e
bexiga) verificando-se niveis aumentados nas camadas mais voltadas para a luz,
consistente com seu cardter pro-apoptotico. Nas linhagens mieldides de células
hematopoiéticas a imunodeteccio dessa proteina ¢ maior em granulécitos bem

diferenciados (Krajewski et al, 1996).

A relagcdo entre a fungio de BCL-2 e as vias conhecidas de transducdo de sinal
mediadas por receptores nfo é clara, pois BCL-2 é fosforilado em residuos de serina em
resposta a varios estimulos. Apesar das fungdes dessa fosforilagio serem controversas,
varias observagdes sugerem que BCL-2 possa ser inativado por fosforilagio. Células de
linfoma folicular com a translocacdo t(14;18) nfo contém BCL-2 fosforilado (Haldar et al,

1995).

O tratamento de células com a droga quimioterapéutica Taxol ou o inibidor de
fosfatase, acido okadaico, induzem fosforilagio de BCL-2 o que resulta em morte celular
(Haldar et al, 1995, Haldar et al, 1997). Taxol agiria ativando a serina-treonina quinase
Raf-1, que por sua vez ativaria Ras, promovendo a apoptose {(Blagosklonny et al, 1995).

Além disso, BCL-2 se apresenta fosforilado na linhagem de células pre-B WEHI-231, um
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sistema onde BCL-Z ndo protege bem contra apoptose (May et al, 1994; Haldar et al, 1995;
Chen ¢ Faller, 1996).

Estudos com paclitaxel (anélogo de Taxol) mostraram que a mesma estabiliza
microtibulos, impedindo sua despolimerizagio, o que leva a célula a um aprisionamento
em G2-M com grumos de microtibulos, ativagio da quinase Raf-1 e fosforilagdo de BCL-2
que perderia sua funcio anti-apoptdtica com consequente acumulo de proteina BAX livre

para formar homodimeros que levariam & morte celular (Blagosklonny et al, 1997).

De maneira contréria, a fosforilagdo da proteina BAD, também nos seus residuos de
serina, resultaria em sua ligacdio com a proteina 14-3-3, que interage com vérias proteinas
sinalizadoras {(Gajewski and Thompson, 1996). A proteina 14-3-3 possuiria um “pocket”
para associagdo com proteinas contendo residuos de serina fosforilaveis presentes no
citoplasma, assim impedindo que BAD se ligasse a BCL-XL na membrana mitocondrial, o

que, nesse caso impediria a apoptose (Muslin et al, 1996) (Figura 7).

BCL-X, BCL-2

BCL-X;  BCL-2 S
Sobrevivencia
da celuls

)

Morte celular

Figura 7: Efeito da proteina BAD como regulador negativo da apoptose. O aumento do numero de
moléculas de BAD desloca BAX da ligagio com BCL-Z ou BCL-XL, substituindo-o
(BAX) e fazendo com que esta se tome livre para homodimerizar e promover assim a
apoptose. Fosforilagdes especificas das proteinas BCL-2 ¢ BAD também interferem em

suas fungdes.
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O conhecimenio da estrutura tridimensional da proteina BCL-XL auxiliou na
compreensio da funclo de outras proteinas da familia BCL-2. Fssa estrutura revelou duas
alfe-hélices centrais, rodeadas por cinco hélices anfipaticas, assim como 60 residuos
correspondentes a uma alga flexivel. Bssa conformacio tridimensional tem homologia com
os dominios de translocagio de colicinas e da toxina diftérica. Este Gltimo dominio, ao
dimerizar formaria um poro que seria regulado pelo pH. Por analogia, BCL-2 e BAX
formariam péros seletivos, para fons ou para proteinas, respectivamente, envolvidos na
homeostase de organelas celulares, principalmente a mitocondria, protegendo a célula de

mudangas eletroquimicas que ocorrem sob condicdes de estresse fisiologico.

Uma interacfo das proteinas da familia BCL-2 com determinadas quinases
(fosforilando sitios de serina) ¢ proteinases (caspases), expondo sftios especificos ou
inativando as proteinas com sua clivagem, parece formar o cendrio para ¢ controle da
homeostase cehular, dai sﬁrgindo opgdes varias para a entrada ou nfio, da célula em

apoptose.

A analise da expressdo das proteinas da familia BCL-2 em neoplasias malignas tem
sido objeto de estudo em varias populacdes, com resultados controversos. Entretanto, nio
ha na literatura dados relativos a populagac brasileira. Até o momento, também ndc ha
dados na literatura sobre a expressio da proteina BAK em linfomas nfo Hodgkin. Assim,
foi objetivo deste estudo analisar a expressio de proteinas da familia BCL-2 em linfomas

ndo Hodgkin numa populacio brasileira.




Objetivos




Dhieiivos

O presente estudo teve o objetivo de analisar, pela técnica de Imunochistoquimica
(THQ), a expressio e distribuicdo de algumas proteinas envolvidas no processo de
regulagdo de apoptose em Linfomas N&#o Hodgkin. As proteinas alvo foram BCL-2 e

MCL-1 (anti-apoptoticas) e BAX e BAK (pro-apoptoticas), todas da familia de BCL-2.
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Casuistica e Métodos

Casuistica

Para este trabalho foi selecionado material de biopsia de 128 casos de Linfomas Nio
Hodgkin, de uma série historica dos arquivos do Departamento de Anatomia Patologica do
Hospital de Clinicas da UNICAMP (1978 a 1998), emblocados em parafina, classificados

segundo a classificagdo REAL e agrupados clinicamente em subtipos de malignidade.

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP.

Foram considerados comeo baixo grau os casos de Leucemia Linfoide Cronica
(LLC), Imunocitoma (IC), Micose Fungédide (MCF) e Linfoma de Células do Manto
(LCM). Comeo grau intermediario, os Linfomas Foliculares (LF) e como alto grau, os
Centroblasticos (CB), Imunoblasticos (IB), Angioimunoblasticos (AILD), Anaplasicos
(ANAPL) e Granuloma de Linha Média (GLM), vide Anexos Tabela 7 .

Métodos
1. Silanizacio:

A silanizac3o das laminas (recobrimento com uma camada finissima de aderente
organosilano) € a primeira etapa a ser cumprida e deve ser feita cuidadosamente para serem
obtidos bons resultados em Imunohistoquimica. Apos esta etapa, os cortes de tecido devem
aderir a cada lamina de maneira a no descolar durante as varias etapas subsequentes nas
quais os mesmos $30 submetidos sucessivamente a variagbes de temperatura entre 15° a
130°C, pH 6,2 a 7.6, exposigio a solventes orglnicos como xilol e diferentes concentragdes

de alcoois.

Protocolo de silanizacio:

Inicialmente procede-se ac desengorduramento da superficie de cada l&mina com
gaze embebida em alcool 70 (GL), posiciona-se as ldminas em bergos histologicos,
submergindo-os em solugdo de detergente neutro a 10% em 4gua destilada deionizada

quente, (entre 60° e 100°C “overnight™), a seguir enxdgua-se com 4agua corrente em
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abundéncia e trés vezes em 4gua destilada deionizada. Em seguida imerge-se os ber¢os em
solugdo sulfocrémica por 40 minutos, ¢ novamente enxagua-se em agua corrente
abundante, e trés vezes em 4gua destilada deionizada. Imerge-se entio os bercos em
solugdo de HCI IN por 40 minutos, € enxagua-se como descrito anteriormente. Imerge-se
os ber¢os em uma sequéncia de: alcool absoluto por 20 minutos, solucio alcool absoluto-
acido acetico 3:1 por 20 minutos. Seca-se as liminas em estufa a 40°C e imerge-se cada
bergo 3 a 5 vezes em cubas contendo solucio de organosilano a 2% em acetona. Deixa-se
secar escorrendo em papel toalha por cerca de 10 a 60 segundos de maneira que se visualize
uma opacidade sobre a ldmina que deve corresponder ao filme de silicone (organosilano =
Sigmacote, MERCK). A seguir mergulha-se rapidamente os bergos em duas cubas
contendo acetona pura € em outras duas cubas contendo cerca de 1 litre de agua destilada
deionizada. Neste momento observar-se-do bolhas grandes de 4gua sobre as laminas,
devido a impermeabiliza¢do, denotando uma boa silanizagio. Finalmente mergulha-se por
duas vezes cada bergo em cuba contendo formaldeido a 4% em tampfo fosfato salina
(PBS=Phosphate Buffer Saline), coloca-se os ber¢os em bandeja forrada com papel toatha
de qualidade que ndo desprenda fiapos, cobre-se com papel aluminio e deixa-se secar muito
bem. Esta secagem pode ser acelerada em estufa a 37°C. Nio manusear as liminas caso nio
estejam perfeitamente secas, e quando secas usar luvas, procurando ndo tocar a superficie
onde vai ser aderido o corte de tecido. Embrulhar as 1dminas (10 a 10, ou 50 a 50, conforme
a necessidade) em papel aluminio e guarda-las ao abrigo de luz, calor, umidade e condigdes
adversas. Este protocolo tem garantido a possibilidade de trabalho com cortes de tecido de
espessura entre 0,5 a2 6,0 ou 10 micra e com area minima de até Immz, sem perda de adesdo

dos cortes.

2. Reinclusae dos tumores:

Coloca-se cada bloco de interesse em recipientes adequados contendo parafina
histologica em volume cinco vezes superior ao volume do bloco em estufa entre 55 e 58 °C
"overnight". Reprocede-s¢ o emblocamento em suportes apropriados e leva-se o mais
rapido possivel & temperatura de -20°C (freezer doméstico) para uma perfeita cristalizacio

da parafina que facilita o feitio dos cortes. Para isso os blocos devem estar a uma
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temperatura entre -5 a +5°C. O reemblocamento de cerca de 60 tumores foi necessario pois
os blocos se encontravam em mau estado de conservagio por ser um material de série

historica.

3. Imunohistoquimica (IHQ) para deteccio de BCL-2, BAX, MCL-1 e BAK:

Os tumores emblocados em parafina, tém seus cortes histolégicos (15 por tumor,
total de mais de 3500 ldminas) feitos em micrétomo a uma espessura de 3 micrometros e
dai colocados em banho-maria a 42°C, com somente agua destilada e deionizada, A
pescagem dos cortes em suspensdo no banho-maria se faz com ldminas histologicas
silanizadas conforme descrito. Essa solugdo forma uma pelicula super aderente livre de

cargas elétricas sobre a limina.

Uma vez feitas as ldminas com os cortes, procede-se a técnica, conforme protocolo

a Seguir :
Anticorpos primarios - (todos provindos de “Santa Cruz Biotecnology” - CA - USA).

- IgG1 anti-proteina BCL-2, monoclonal obtida da fusio de células de mieloma de
camundongo com células esplénicas de camundongo imunizado com proteina

BCL-2 de origem humana.

- Anticorpos policlonais purificados em coluna cromatogrifica de afinidade contra
uma por¢do amino terminal de proteina BAX de origem murina (reativo com

proteina humana).

- Anti-BAK - policlonal purificado por coluna de afinidade e obtido a partir da
imunizagdc de carneiros contra o peptideo correspondente aos aminoacidos assim

numerados na porgdo 82 a 104 da proteina de origem humana,

- Anti-MCL-1 - policlonal originado em coelho imunizado com um peptideo de
origem humana correspondendo aos amino-acidos 121 - 139, e purificado por

coluna de afinidade.
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Anticorpo secundario (Multilink) e complexo avidina-biotina (ABC) provindos de Dako
Corporation (Dinamarca), substrato para revelacio diaminobenzina (DAB) da marca
SIGMA - USA. Vide tabela 6 em anexos.

3.a. Desparafinizaciio e reidratacio dos cortes:

Coloca-se as dminas em ber¢o apropriado € imerge-se as mesmas em xilol, em
estufa a 60°C por 30 minutos. Seguem-se duas passagens em xilol a temperatura ambiente
por ¢inco minutos cada, duas passagens em alcool absoluto, uma em alcool 96 (GL) e uma
em alcool 70 (GL), todas por cinco minutos. Finalmente faz-se lavagem em agua corrente,
ndo incidindo diretamente sobre os cortes, por 1 minuto e lavagem em agua destilada por 2

minutos.

3.b. Bloqueio da peroxidase endégena, recuperaciio antigénica, incubacdes ¢ contra

coloracio:

Incuba-se as laminas por 15 minutos 4 temperatura ambiente na seguinte solugdo:
H;0; 30% + Metanol (1:9), lava-se em 4gua corrente e depois em agua destiiada, incuba-se
em autoclave a 120 °C em HzO por S minutos e deixa—ée esfriar por no minimo 2 horas. A
seguir, circunda-se os cortes com silicone (DAKOPEN), para que as solugdes ndo
escorram, incuba-se por 30 minutos a temperatura ambiente com soro normal suino (1:20),
deixa-se escorrer o soro e procede-se 4 incubagoprimaria pingando-se cerca de 100 pl por
corte, com os respectivos anticorpos primérios em diluigbes apropriadas (ver tabela
reagentes), em cdmara Umida a temperatura ambiente, por 30 minutos e depois a 4°C
“overnight”. Retira-se as liminas da incubagio com anticorpo primario e faz-se trés
lavagens com tampdo PBS em bergo com agitagdo, por 5 minutos cada. E muito importante

o cuidado para que os cortes n3o ressequem ao ar livre, durante as passagens.

Incuba-se com anticorpo secundaric MULTI-LINK (DAKOQO) por 1 hora a 37 °C,
lava-se 3 vezes por 5 minutos em PBS & temperatura ambiente, incuba-se por 40 minutos
com ABC (Avidin-Biotin-Complex) a 37 °C. Logo ap6s submerge-se as laminas em PBS e

prepara-se a solugdo de diamino benzidina (DAB): DAB (60mg) + PBS (100ml} + HO,
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30% (0,5ml}). Mistura-se a solugdo e incuba-se as laminas por 5 minutos (figura 8). Lava-se
em agua corrente e depois em 4gua destilada. A contracoloragio € feita com Hematoxilina
de Mayer, por 30 a 60 segundos, lava-se em agua corrente ¢ destilada, desidrata-se ¢ monta-

se as ldminas em resina apropriada (PERMOUNT - MERCK}.

3.c. Analise das lAminas:

Na visualizacio ao microseopio otice {200 a 400 x), as celulas que se apresentam
positivas para O respectivo anticorpo primario devem ter um precipitado marrom de aspecto
granuloso e cor intensa sobre o seu citoplasma (BAK, BAX e MCL-1). Para BCL-2 2

coloragdo ¢ nuclear e perinuclear.

A analise das laminas em imunohistoquimica foi realizada por trés observadores
diferentes e procurou levar em conta apenas os padrBes de coloragio das células
neoplasicas ¢ a porcentagem de células coradas por campo visualizados ao microscopio
dtico em aumento de 400 vezes. Os seguintes critérios foram definidos: zero a dez por
cento de células neoplasicas coradas equivale ao “score”negativo, 10 a 30 por cento de
células neopléasicas coradas equivalendo a uma cruz de positividade (fraco), 30 a 50 por
cento de células neoplasicas coradas equivalendo a duas cruzes de positividade (moderado),
mais de 50% de células neoplasicas coradas equivalem a trés cruzes; “score” maximo

(forte).

Cada anticorpo usado apresentou células do tecido como controles positivos dentro
de cada reac3c e para cada l&mina. Assim, para a proteina BCL-2, usamos as células
endoteliais, para a proteina BAX, células endoteliais ¢ macrofagos tissulares, para a
proteina MCL-1 células endoteliais e para a proteina BAK células endoteliais e também
neutrofilos, quando presentes. Como descrito na literatura, a positividade para as células
neoplasicas (que corresponde a um aumento de express@o de determinada proteina) era
determinada para cada [imina em relagfio aos controles positivos internos de cada ldmina e
de cada reagio. Toda bateria de ldminas testadas possui ainda controles negatives da
reacdo, onde se ¢ omitido o anticorpo primério em uma ldmina tumoral. O controle

negativo ndo pode e nfo deve apresentar qualquer intensidade de coloragio em qualquer
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célula, a nlio ser em casos muito especificos como por exemplo alguns histidcitos —
macréfagos tissulares — que podem apresentar altissimos niveis de peroxidase enddgena e
esta reagir com a diaminobenzidina causando uma coloragio, mesmo na auséncia do

anticorpo primario. Entretanto, isto nfo foi problema em nosso estudo.

6 Substrate (ﬂzg};}
+ Cromégeno (DAR)

Conjugado
Streptomicina-Avidina

Anticorps Secundérie
Biotiniladoe (multi-dipk)

Anticerpe Primarie

Sere Normal Suine

Figura 8. Esquema das etapas da reacdo de Imm;chistoquimica pelo método imunoperoxidase-
diaminobenzidina. De baixo para cima: {1) Em rosa o antigeno (proteinas BCL-2, BAX,
MCL-1, ou BAK) ¢2) Em azul sorc normal suino, para neutralizacio de reacdes
inespecificas ("quenching™). (3) Em verde o anticorpo primario, meno ou policlonal anti-
proteinas, antigenos-alvo. (4) Em amarelo o anticorpo secundario marcado com biotina
que complexa com o anticorpo primario ligado ao antigeno. (5) Em cor de laranja ¢ roxo
o complexo estreptoavidina (SA) conjugado com peroxidase de beterraba (HRP). A
estreptoavidina tem grande afinidade pela biotina, com quatro sitios de higacdo para esta.
(6) Em lilas a solugdo reveladora de diamincbenzidina, que forma um precipitado na

presenca de peroxidase ¢ seu substrato H,O,.
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4. Metodologia estatistica:

Com a finalidade de se avaliar a relac#o entre a presenca das proteinas estudadas em

cada grau de malignidade tumoral e compara-las, executamos alguns testes estatisticos.

Para se wverificar a associago ou comparar proporgdes entre as proteinas foi
utilizado o teste de Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher (quando os criténos de aplicacio
do Qui-quadrado ndo foram satisfeitos). Foram considerados resultados significantes

diferencas com p< 0,05 {two-tail).

O coeficiente de concordancia Kappa foi utilizado para avaliar resultados entre duas
proteinas. A interpreta¢@o de magnitude deste coeficiente ¢ definida como: valores maiores
ou iguais a 0,75 indicam excelente concordéncia, valores entre 0,75 e 0,40 indicam boa

concordincia e valores menores ou iguais a 0,40 ndo indicam concordancia.

Quando encontramos distribuicBo de proteinas com proporgdes que divergiram
significativamete entre diferentes graus de malignidade, procedemos a identificagio de
amostras ou grupos de amostras que contribuiram para essa difernca significativa atraveés

do método itustrado por Fleiss, (1981).

(V3]
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Resuliados

LINFOMAS DE BAIXO GRAU DE MALIGNIDADE

A proteina BCL-2 se apresentou com um nivel de expressdo aumentado em 18 de
21 casos (86%0), sendo que 6 em 21 tiveram uma cruz, 8 em 21, 2 cruzes e 4 em 21, 3

cruzes e apenas trés casos negativos. Vide anexos, tabela 1.

A proteina BAX apresentou expressfo aumentada em 15 de 21 casos (71%), sendo

em todos esses ¢asos com 2 ou 3 cruzes, nenhum caso uma cruz e 5 casos foram negativos.

Um dado interessante, mostrou que para os quatro casos BAX negativos a proteina
BCL-2 também esteve indetectavel em 2 casos, e 1 cruz em outros dois casos. Apenas no

Linfoma de Células do Manto (LCM) houve BAX negativo e BCL-2, 3 cruzes.

A proteina MCL-1 se apresentou altamente expressa em 100% dos casos, sendo que

em 16 de 18 casos com 3 cruzes e nos cutros 2casos, 2 cruzes.

A proteina BAK se apresentou superexpressa em praticamente 100% dos casos,
sendo 2 cruzes em 4 de 21 casos, e 3 cruzes em 16 de 21 casos. Um caso de LLC se

apresentou negativo para essa proteina (Figura 9).




Besultados

Figura 9: Imunodetecgdo em corte de tecido de Linfoma de Baixo Grau. Os tumores embebidos
em parafina foram seccionados em cortes de 3 pm e aderidos a laminas de microscopia e
submetidos a imunodetecciio para as diferentes proteinas reguladoras de apoptose
(BCL-2, BAX, MCL-1 e BAK), usando-se para BCL-2 um anticorpo monoclonal e
policionais para as restantes. A revelagdo se fez usando um métedo colorimétrico com
diaminobenzidina (DAB) que forma um precipitado de cor marrom onde houver
imunocomplexos antigeno-anticorpo especificos na presenca de peroxidase, os nicleos
das celulas s3o contracorados com hematoxilina a fim de se facilitar a visualizacdo das
céhulas. Esta figura mostra um linfoma de baixo grau corado com policlonal anti-BAK
mostrando intensa coloragdo marrom (3 cruzes) no citoplasma e perinuclear em muitas

das células neoplasicas, ampliade 1000x.

A figura 10 resume estes resultados.
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Figura 10: Distribuigdo das proteinas BCL-2; BAX; BAK e MCL-1 detectadas por
imunohistoquimica nos LNH de baixo grau de malignidade, conforme intensidade de

coloragdo e numero de casos.

A analise estatistica revelou uma tendéncia de significincia entre as proporgdes das
proteinas BCI-2 e BAX (Kappa= 0,352 e p= 0,141). Ndo houve correlagio entre os niveis
de expressio entre BCL-2 e BAK (Kappa= -0,099 e p=1,000) ou BAX ¢ BAK (Kappa=
-0,096 e p= 1,000).

Algumas proteinas ndo mostraram uma distribuicdo relevante para se realizar testes
de significincia associativa, ou seja, apresentaram uma distribuigée muito desproporcional:

BCL-2 e MCL-1, BAX e MCL-1 e BAK e M(CL-1.




Besultados

LINFOMAS DE GRAU INTERMEDIARIO DE MALIGNIDADE

A proteina BCL-2 apresentou alta expressio em 9 de 10 casos (90%), sendo 2 casos

com | cruz, 3 casos com 2 cruzes, 4 casos com irés cruzes e somente um ¢aso negativo

{Figuras 11 e 12). Vide anexos, tabela 2.

A proteina BAX se apresentou altamente expressa (3 cruzes) em 9 de 10 casos e 2
cruzes em um caso. N30 observamos nenhum caso com expressic negativa para essa

proteina.

A proteina BAK também mostrou alto nivel de expressdc nos casos analisados:

sendo 3 cruzes em 3 casos e 2 cruzes nos demais,

Também a proteina MCL-1 mostrou alta expressio nos 10 casos analisados, sendo 3

cruzes em 6 casos e 2 cruzes em 4 casos.

Figura 11: Imunodeteccio para BCL-2 em um caso de Linfoma Folicular mostrando coloragio
nuclear e perinuclear para muitas das células neoplasicas (3 cruzes). Corte de parafina,

peroxidase-diaminobenzidina, ampliacdo de 400x.
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Resuitados

Figura 12: Linfoma Folicular: imunohistoquirmica com monoclonal anti-BCL-2. Observa-se uma
intensa coloragdo perinuclear (3 cruzes) denotando grande quantidade dessa proteina

nessas neoplasias. Corte de parafina, peroxidase-diaminobenzidina, ampliado 1600x.

A figura 13 resume os resultados obtidos para os LNH de grau intermediario de

malignidade.
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Figura 13: Distribuicdo das proteinas BCL-2, BAX BAK ¢ MCL-1 por imunohistoquimica nos

LNH grau mtermediario de malignidade, conforme intensidade de coloragdo e niimero

de casos.

N&o houve correlagiio dos niveis de expressio de BCL-2 ¢ BAK (Kappa= 0,333 e
p= 0,464). As outras proteinas ndo mostraram distribuigdo relevante para se realizar testes
de significincia associativa, ou seja, apresentaram uma distribuicio muito desproporcional:

BCL-2 e BAX, BCL-2 e MCL-1, BAX e BAK, BAX e MCL-1, BAK ¢ MCL-1.
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Resultados

LINFOMAS DE ALTO GRAU DE MALIGNIDADE:

Para estes casos, BCL-2 se apresentou indetectavel em 32 de 67 casos (48%), 1 cruz em
15 de 67 (22%), 2 cruzes em 13 de 67 {19%) e 3 cruzes em apenas 7 de 67 casos (10%). Portanto,

houve deteccio de BCL-2 em 35 de 67 casos {52%). Vide anexos, tabela 3.
A proteina BAX mostrou expressdo aumentada em 67 de 73 casos (92%) (Figura 14).

A proteina BAK esteve aumentada na maioria dos casos, 32 de 38 (84%), sempre com
nivel de expressdo entre 2 e 3 cruzes. Alguns casos foram negativos para essa proteina, em geral

acompanhéinéo uma negatividade para BAX e também BCL-2.

A proteina MCL-1 se apresentou mutito aumentada em cerca de 100% dos casos (Figura
15), em 31 de 46 casos (65%) 3 cruzes e em 14 de 46 casos 2 cruzes e somente um ¢aso com uma

cruz de nivel de expressdo. Nenhum caso estudado se apresentou negativo para essa proteina.

Figura 14: Linfoma de Alto Grau: imunohistoquimica com policlonal anti-BAX. Observa-se forte
coloragdo perinuclear e citoplasmatica das células neoplasicas (3 cruzes). Corte de parafina,

peroxidase-diaminobenzidina, ampliado 1000x,




Resultados

Figura 15: Linforma de Alto Grau: imunohistoquimica com policlonal anti-MCL-1, observa-se intensa
coloragéo no citoplasma das células neoplasicas (3 cruzes), enquanto células do estroma se

apresentam negativas. Corte de parafina, peroxidase-diaminobenzidina, ampliado 1000x.

= BCL-2

BAK
+ MCL-1

N? de casos

negative

intensidadel/proteinas

Figura 16: Distribuigfo das proteinas BCL-2; BAX; BAK e MCL-1 por imunochistoquimica nos LNH de

alto grau de maiignidade, conforme intensidade de coloragiio e numero de casos.
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Fesultadoes

Observamos correlagfo entre os niveis de expressic de BAX e MCL-1 (Kappa= 0,789 ¢

p=0,0028).

Houve tendéncia a significdncia entre as proporgBes das proteinas BAX e BAK
(Kappa= 0,379 e p= 0,003} e BAK e MCL-1 (Kappa= 0,303 e p=(,132).

Nio houve correlagdo entre os niveis de expressio de BCL-2 e BAX (Kappa= 0,058 ¢
p= 0,298), BCL-2 ¢ BAK (Kappa= -0,014 e p= ,000), BCL-2 ¢ MCL-1 (Kappa= 0,030 e
p=1,000).

LINFOMAS LINFOBLASTICOS

Para esses tumores BCL-2 se apresentou negativo em 4 de 5 casos {(57%), e somente em

um caso com trés cruzes. Vide anexos, tabela 4.

A proteina BAX esteve superexpressa nos cinco casos estudados, sendo 3 em 5 cases com
3 cruzes ¢ 2 com 2 cruzes.

A proteina BAK mostrou o mais alto nivel de expressdo para estes casos, sendo 5 de 5
casos com 3 cruzes.

A proteina MCL-1 mostrou 3 cruzes em 3 de quatro casos estudados e 2 cruzesem 1 de 4
casos.

A figura 17 resume os resultados obtidos para os Linfomas linfoblasticos.

=9
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Figura 17: Distribuicdo das proteinas BCL-2, BAX, BAK, MCL-1 por imunohistoquimica nos

Linfomas Linfoblasticos.
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Fesultados

LINFOMAS DE BURKITT

Em nossa casuistica de 18 casos apenas 2 mostraram BCL-2 aumentado, sendo I com 1
cruz e outro com 2 cruzes. Nos demais casos (16 em 18 = 89%) a expressdo foi negativa. Vide

anexos, tabela 5.

A proteina BAX se mostrou sempre coin alta expressdo, ou seja, 6 de 18 casos com 2

cruzes (cerca de 33%) e 13 de 18 com 3 cruzes (cerca de 72%).

Para a proteina BAK, 2 de cinco casos analisados foram 2 cruzes e 3 de 5 casos foram 3

CIUZEes.

A proteina MCL-1 mostrou-se sempre com o mais alto nivel de expressdo em todos os
casos analisados, ou seja, 3 cruzes em 5 de S casos (100%).

A figura 18 resume os resultados obtidos para os Linfomas de Burkitt.

N2 de casos

negativo

intensidade/proteinas

Figura 18: DistribuicBo das proteinas BCL-2; BAX; BAK e MCL-1 por imunochistoquimica nos

Linfomas de Burkitt, de acordo com a mtensidade de coloracgio e nimero de casos.

As figuras 19 a 22 mostram os resultados obtidos para cada proteina estudada: BCL-2 {fig. 19),
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Resultados
BAX (fig20), BAK (fig21), MCL-1 (fig.22) de acordo com intensidade de coloracio

em relacio ac nlimero de cases para cada subtipo de LNH.

FPEEEEE T e e e e r e m e m s wom ke e e e e e s : Baixo grau
% Grau intermed.
Pra CEER R eI IR R Alto grau
% Linf. Linfoblasticos
P04 B BLinf. Burkitt
W
9
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(]
@
U .....
%, 10+
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) - -
negativo 1+ 2+ 3+
BCL-2

Figura 19: Distribuicdo da proteina BCL-2 nos diferentes subgrupos de LNH de acordo com a

mtensidade de colorag¢dc e nimero de casos

i Baixo grau

EGrau intermed.
Ao grau

# Link. Linfobiasficos
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N de casos

negative
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Figura 20: Distribuicio da proteina BAX por THQ nos diferentes subgrupos de LNH de acordo com a

intensidade de coloracdo e niimerc de casos,
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Eesultados

ANALISE DA DISTRIBUICAQO DAS PROTEINAS ENTRE OS DIFERENTES GRAUS
DE MALIGNIDADE TUMORAL.

BCL~2: Observamos distribuicio significativamente inferior nos linfomas de graus alto e
muito alto de malignidade, comparados com os linfomas de grau baixe e intermediario

(x*= 16,294, p=0,001).

BAX: A expressdo de BAX foi significativamente inferior nos linfomas de baixe grau

gquando comparados com os demais subtipos de linfomas (p=0,02, Teste Exato de Fisher).

BAK e MCIL-1: Nfo houve diferenca significativa entre os niveis de expressdo de BAK e
MCTL.-1 nos diferentes subtipos de linfoma (BAK p=0,291; MCL-1 p=1, Teste exato de Fisher).
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Dscussio

Os LLNH tém-se mostrado um bom modelo para analisar o envolvimento da
apoptose espontinea no sistema de auto-regulagio de tumores malignos, devido 4 sua
relativa monoclonalidade em relagiio a outras neoplasias malignas (Takano et al, 1997). Em
células normais ou neoplasicas, membros pré e anti-apoptoticos da familia BCL-2 podem
homodimerizar ou heterodimerizar entre si e dessa maneira modular suas respectivas
fungdes, na regulagio da apoptose e retardo ou aceleragiio do ciclo celular, que se

encontram geralmente desregulados em neoplasias em geral (Green e Reed, 1998).

Neste trabalho tivemos o objetive de analisar a expresso e distribuicio de quatro
proteinas da familia BCL-2 em LNH divididos em graus baixo, intermediario ¢ alto de

malignidade de acordoe com a classificagio REAL.

BCI~2: Sabe-se que cerca de 85% dos linfomas foliculares e 30% dos linfomas de
alto grau apresentam a translocagdo t(14;18). Essa translocag8o aproxima o gene Bcl-2 aos
sitios promotores do gene de cadeia pesada de imunoglobulinas (/gH), originando um
RNAm quimérico estavel, com consequente superexpressio de BCL-2. Entretanto, a
expressdo aumentada de BCL-2 tem sido observada em vérios subtipos de linfoma, sem no

entanto apresentarem a t{14;18) ou outra equivalente.

A translocagio t(14;18). ndo € o Ginico mecanismo que pode perturbar o equilibrio
entre proteinas supressoras ¢ promotoras da morte celular da familia BCL-2. Por exempio,
ainda que esta translocacdo seja rara em leucemia linféide crénica (LLC), cerca de 85%
destes casos apresentam expressiio de BCL-2 igual ou maior que os linfomas apresentando
a translocagio (Reed, 1998). Outros mecanismos como a amplificagdo do cromossomo 18q,
delecdo de uma regio ndo conservada (residuos 51-85) ou mutagbes no gene bcl-2
{(Nicolaides et al, 1998, Monni et al, 1999) também estdo envolvidos nos processos de

superexpressao de BCL-2.

Estudos de expressioc de BCL-2Z nos LNH tém descriio diferentes niveis de
expressdo dessa proteina, variando entre 51 a 85% de acordo com os subtipos inclusos nas
casuisticas (Pezella et al, 1993; Piris et al, 1994; Kramer et al, 1996; Takano et al, 1997,
Winter et al, 1998).
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No presente estudo, observamos expressio aumentada de BCL-2 em cerca de 85%
dos linfomas de baixo grau de malignidade, 90% dos linfomas foliculares, 55% dos
linfomas de alto grau de malignidade, exceto nos linfomas linfoblasticos e de Burkitt com
cerca de 10%. Esses dados sdo compativeis com a literatura que mostram eXpressio
aumentada de BCL2 em 95% a 100% das Leucemias Linfdides Crénicas (Hanada et al,
1993 ¢ Wheaton et al, 1998), 80 a 88% dos Linfomas Foliculares (Wheaton et al, 1998;
Logsdon et al, 1999), 44 a2 75% em LNH de alto grau (Schiaifer et al, 1996; Hermine et al,
1996; Hill et al, 1996, Gascoyne et al, 1997; Sanchez et al, 1998; Wheaton et al, 1998).
Altos niveis de expressdo de BCL-2, no entanto, ndo tém sido detectados em Linfomas
Linfoblasticos e Linfomas de Burkitt (Wheaton et al, 1998).

A expressic de BCL-2 foi significativamente diferente entre os graus de
malignidade dos LNH (x*=16,294 ¢ p=0,001), indicando maior expressio nos linfomas de
graus baixo e intermedidrio, comparados aos linfomas de alto grau. De fato, esses dados
corroboram os resultados de Wheaton e colaboradores (1998) que observaram niveis de
expressao crescente para BCL-2 em diferentes tipos de LNH, quais sejam: Linfomas
Linfociticos de Pequenas Células (ILLC) > Linfomas Centro Foliculares Lr)y »
Linfomas Difusos de Grandes Células (CB), (IB) e (ANAPL) > Linfomas de Alto Grau
Tipo Burkitt > Pré B Linfoblasticos (LB) > Linfoma de Burkitt {(BU).

A alta expressdo de BCL-2 favoreceria o acumulo de novos clones neoplasicos e
assim explicaria uma boa parte dos casos de linfomas foliculares que evoluem para tumores
de alto grau com alta expressdo de BCL-2 (Bentz et 4l, 1996). Camundongos transgénicos
para o rearranjo Bc/-2-Ig apresentam, com o envelhecimento, acimulo de células B de
memoria, com consequente hiperplasia de linfonodos. Apesar disso, nenhum desses
camundongos desenvolve linfoma folicular e somente alguns evoluem para linfoma de alto
grau onde se constatou um rearranjo subsequente do oncogene myc (Mc Donnell e
Korsmeyer, 1991; Lovec et al, 1994). Esses dados sio consistentes com a hipétese da
translocagdo de bcl-2 por si s6 ndo ser suficiente para conferir um fenotipo neoplasico.
Além do mais, clones possuindo a translocaciio 14;18) tém sido localizados em tecidos
linféides secundérios, assim como sangue periférico de individuos normais e a frequéncia

dessas translocagOes parece aumentar significativamente com 2 idade (Liu et al, 1994) .
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Apesar da literatura se mostrar consistente com relagio d menor sobrevida livre de
doenga em individuos portando tumores com alta expressio de BCL-2 (Takano et al, 1997,
Sanchez et al, 1998; Logsdon et al, 1999), o mesmo ndo parece ser verdadeiro para a
sobrevida global e o impacto de BCIL-2 em relagio a esta permanece controverso
(Krajewski et al, 1994; Hermine et al, 1996; Kramer et al, 1996; Takano et al, 1997,
Gascoyne et al, 1997; Wheaton et al, 1998; Logsdon et al, 1999).

A superexpressio de BCL-2 é contrabalanceada pela dimerizagio com BAX, que

modula o papel anti-apoptético de BCL-2.

BAX: “BCL-2 Antagonist X-protein” € uma proteina indutora de apoptose com
cerca de 22% de homologia com BCL-2 e pode ser transativada pela proteina supressora de
tumores p53, que se une a quatro consensos de ligagdo no promotor de BAX. Sendo assim,
mutacfes no gene p53 devem alterar os niveis de expressio de BAX (Schlaifer et al, 1996).
Os niveis de expressio de BAX tambem podem ser alterados por diferentes citocinas e

agentes quimicos (Ichikawa et al, 1992; Newcomb, 1995; Sanchez et al, 1998).

BAX tem localiza¢@io citoplasmatica até receber estimulo apoptotico quando migra
para a membrana mitocondrial externa, indicando que esta proteina se apresente como um
regulador de apoptose e ndo um efetor da mesma. A ancoragem de BAX a membrana se da,
aparentemente, atraves de sequéncias de aminoacidos -especificos presentes em alguns
membros da familia BCL-2. Modifica¢des na conformacio tridimensional dessas proteinas
¢ ainda formacdo de homo e heterodimeros podem promover alteragdes fisico—quimicas de

membranas com formacdo de poros, dependentes do pH (Antonsson et al,1997).

Em nosso estudo, a proteina BAX mostrou aumento de expressio em cerca de 90%
dos casos, mesmo naqueles onde BCL-2 se apresentou indetectavel. Estes dados sdo
compativeis com a literatura, que demonstra niveis de expressio da proteina BAX variando
de 75 a 96% em diferentes estudos, de acordo com os graus de malignidade dos linfomas
(Schiaifer et al, 1996, Wheaton et al, 1998; Gascoyne et al, 1997, Winter et al, 1998;
Logsdon et al, 1999). A proteina BAX esteve aumentada em todos os casos de linfoma de

Burkitt, sendo a grande maioria com 3 cruzes (70%), e outros 30% com 2 cruzes, também
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compativel com a literatura (Wheaton et al, 1998). Os linfomas de baixo grau tiveram
expressdo de BAX significativamente menor (p=0,02), quando comparados aos LNH de

graus intermediério e alto.

E interessante ressaltar que os casos apresentando baixo ou indetectivel nivel de
BAX, exceto linfoma de zona do manto, também se apresentaram negativos para BCL-2.
Outros autores ja haviam notado esse paralelo em tumores de mama (Krajewski et al, 1995)
e sugeriram que tumores BCL-2 (-) podem progredir para uma maior independéncia desta
proteina para sua sobrevida, devido, entre outras causas, a uma diminui¢io de BAX.
Aparentemente, niveis correlatos dessas proteinas mantém a grande maioria das células
num estado ndo proliferativo entre GO e G1 e a presenca de heterodimeros e nio de
homodimeros pré ou anti-apoptoticos criaria tal microambiente celular impedindo ou
dificultando a progressio do ciclo, com conset;uente acumulo de células e perda de
homeostase corporea (Wheaton et al, 1998). A perda de expressio de BAX pode ser
explicada por mutacbes em seu gene, entretanto, Peng et al (1998) demonstraram que
mutagbes no gene bax, incluindq Seu promotor, sdo raras em linfomas em geral (cerca de
10%). Indicadores de pior prognéstico, tais como superexpressio de p33 e auséncia de
BCL-2 podem ser correlacionados com proliferagio, mas a ligacfio com apoptose tem sido

mais dificil de se explicar (Takano et al, 1997).

A auséncia de expressiio de BAX associada a altos niveis de BCL-2, como
observado em nosso caso de Linfoma de Células do Manto, favoreceria o actimulo de
mutagdes subsequentes, compativel com as fregiientes perdas e ganhos cromossdémicos e
amplificacdes de DNA observadas nesses tumores em um estudo recente de 45 casos, aiém
de cerca de 50% de mutagBes do gene p33. (Bea et al, 1999; Ichikawa et al, 1992;
Newcomb, 1995, Hernandez et al, 1996). Os Linfomas de Células do Manto tém
classificagdo dificil e comportamento indolente e em geral apresentam células pequenas
como os de baixo grau também, porém sdo bastante agressivos € atualmente ha uma
tendéncia em trata-los como os de alto grau de malignidade. Eles apresentam uma taxa
proliferativa intermediaria e baixo indice apoptdtico. Muitos desses tumores apresentam
uma translocag8o tipica t{11;14) que aproxima o promotor do gene de cadeia pesada de

imunoglobulinas (/gH) ao gene da ciclina D1 (CCND-/), fazendo com que esta seja super-
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expressa. E possivel que a ciclina D1, de alguma maneira esteja inibindo a expressdo de
bax, compativel com sua fun¢lio ciclica, uma vez que, como visto anteriormente, esta
parece acompanhar a expressio desregulada de bcl-2 em muitos casos. (Ichikawa, 1992;
Newcomb, 1995; Hernandez, 1996).

Dados da literatura mostram que a expressio de BAX influi de maneira varidvel no
prognéstico dos linfomas de alto grau de malignidade (Gascoyne et al, 1997; Nicolaides et
al, 1998; Longsdon et al, 1999, Wheaton et al, 1998; Soini et al, 1998). Parece ndo haver
também correlagio da expressio de BAX com outras variaveis clinicas e laboratoriais
estudadas (Gascoyne et al, 1997; Nicolaides et al, 1998; Wheaton et al, 1998), entretanto
Hogarth e Hall (1999) correlacionam a alta expressio de BAX com aumento de risco de

recaida, um fator de mau prognéstico em criangas portadoras de Leucemia Linfocitica
Aguda (LLA).

Alguns estudos tém demonstrado que pacientes com neoplasias BCL-2 ¢ BAX
imunonegativos experimentaram sobrevida livre de doenga e sobrevida total menores que
pacientes com tumores onde BAX foi imunopositivo ¢ BCL-2 negativo ( Gascoyne et al,
1997; Nicolaides et al, 1998). Isso foi explicado como uma maior desregulagdo do controle
apoptético nessas células, uma vez que essas proteinas se encontram comumente exXpressas
em células B normais. Esses tumores t&m um fendtipo mais agressivo € consistente com a
nocio de que BAX pode funcionar como supressor de tumores, promovendo o "turnover"
de células e também agindo como radio e quimiossensibilizador. Em contraste, linfomas
BCL-2 imunopositivos com baixas porcentagens de células tumorais positivas para BAX
foram associados com aumento de sobrevida livre de doenga, aumento no tempo para
recidiva e também maior sobrevida total (Gascoyne et al, 1997), quando comparados aos
casos com alta expressdo de BAX. A resposta para o paradoxo entre baixos niveis de
expressio de BAX e melhores taxas de sobrevida para os pacientes com tumores de alto
grau e BCL-2 imunopositivo deve residir na observagio da superexpressio dessa proteina
poder desacelerar o ciclo celular em sua fase G1 em pelo menos alguns tipos celulares.
Entretanto BAX pode superar ¢ ponto de checagem do ciclo celular em G1-8 por BCL-2 e
desse modo, os tumores que coexpressam BCL-2 e BAX teram uma vantagem de

crescimento {Schlaifer et al, 1996; Gascovne et al, 1997). Isso poderia ser verdade em
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havendo suficientes niveis de BAX para reduzir os efeitos de BCL-2 sobre o ciclo celular,
sem no entanto interferir completamente com o seu efeito supressor de morte celular
{Gascoyne et al, 1997}

Em vista desses aspectos , € possivel que a relagiio entre os niveis de expressdo entre
BCL-2 e BAX (BCL-2/BAX Protein Ratios = BBPR, Oltvai et al, 1993) seja fator
importante na apoptose celular. Em outras palavras, células com um alto indice BBPR
tendem a sobreviver, enquanto outras com baixo indice BBPR tenderio a apoptose mais
rapidamente. Pepper ¢ colaboradores (1996) descreveram um aumento do indice BBPR em
pacientes portadores de leucemia linfoide cronica com ou sem tratamento, em relacio a um
grupo controle normal. A partir disto, varios estudos tém demonstrado que a
superexpressdo de BCL-2 em relagdo a BAX corresponde a uma pior resposta
quimioterapica, e progressio da doenga (Wheaton et al, 1998; Nicolaides et al, 1998;
Sanchez et al, 1998, Winter et al, 1998). Esse indice tem mostrado boa correlacdo com 0s
LNH estudados, pois os linfomas indolentes (LLC, IC, LF), os quais apresentam um alto
indice BBPR, se mostram mais resistentes a quimioterapia, com uma menor taxa de
remissdo completa e sdo raramente curados. Por outro lado, os LNH de alto grau (B)
possuem um baixo indice BBPR, respondem mais rapidamente a quimioterapia e tém uma
taxa de cura entre 30 a 50% (Wheaton et al, 1998).

Em resumo, apesar de altos indices de expressdo de BAX levarem & apoptose, essa
proteina por si s6 ndo apresenta significado prognéstico nos linfomas agressivos. Porém,
nos casos onde BAX se apresenta negativo a recidiva é mais precoce ¢ o tempo de
sobrevida € menor (Gascoyne et al, 1997, Nicolaides et al, 1998). Aparentemente outros
fatores como indice mitdtico e taxa proliferativa, fatores estes condicionados por outras
proteinas e outras alteragdes genéticas, devem também ser importantes nesse quadro
complexo {Takano et al, 1997).

MCL-~1: A proteina MCL-1 tem sua expressio aumentada em linhagens mieléides
precursoras, alguns hinfocitos T de sangue periférico e linfoblastos do centro germinativo
até a sua maturagio. E quando a ativag@o da expressio da proteina BCL-2 assumiré o papel

de tornar algumas dessas ¢élulas “long-lived” (Ghia et al, 1998).
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Em nossc estudo, verificamos um aumento de expressio dessa proteina em todos os
subtipos de linfomas estudados (praticamente 100% dos casos). MCL-1 apresentou um alto
nivel de expressdo, sendo cerca de 68% dos casos com 3 cruzes e cerca de 29% com 2
cruzes. Foi indetectavel em apenas 3 casos. Os dados da literatura s8o escassos, mas
mostram em LNH uma expressio aumentada em pelo menos 60% dos casos (Krajewski et
al, 1994).

Falhas na inativagio desse gene durante a recombinagdo homéloga ou manutengio
de sua expressdo por outras vias ainda desconhecidas poderiam explicar esses achados. A
alta taxa de expressdo da proteina MCL-1 pode ter relagBo com o descontrole na passagem
de expressio de mcl-/ para bcl-2 em determinados tipos tumorais (Lomo et al, 1996).
Krajewski et al, em 1994, demonstraram que tanto BCL-2 quanto MCL-1 s8o expressos
pelas mesmas células em linfomas foliculares, particularmente as células que devem

apresentar a t{14;18), além de que parecem interagir entre si e com BAX

Essa coexpressio, assim como a interagdo dessas proteinas, explicaria o carater
indolente dos linfomas foliculares (LF), onde a t(14;18) seria fruto de um erro no sistema
recombinase no tempo em que os linfoblastos do centro germinativo (MCL-1 positivos)
estariam sendo estimulados pelas células dendriticas a sofrer as primeiras recombinagdes
homélogas para expressde de imunoglobulinas, assim como expressdo simultinea de BCL-
2 para as células que deveriam passar a um estado “long-lived” com migragdo para a zona

do manto e regides interfoliculares (Krajewski et al, 1994).

Neste estudo observamos associaglo entre os niveis de expressdo das proteinas
BAX ¢ MCL-1 nos linfomas de alto grau de malignidade (p=0,0028). O acumulo de células
apresentando expressio aumentada de MCL-1 poderia levar ao aumento simultineo de
expressdo da proteina BAX numa tentativa do organismo de eliminar essas células, a fim de
se resgatar a homeostase do individuo. De fato, Schiaifer et al (1996) descrevem também
uma expressio simultinea de proteinas anti-apoptoéticas tais como BCL-2 e / ou MCL-1 nos
tumores onde se encontrou alta expressfio de BAX, sugerindo que as proteinas anti-
apoptdticas podem contrabalancear a fungio pré-apoptotica de BAX. Esses autores
observaram que os LNH expressam altas taxas de BCL-2 e ou BCL-X (provavelmente

BCL-XL, anti-apoptotico}, enquanto células B normais expressam MCL-1 ¢ BAX.
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Em trabalho recente Borner e colaboradores (1999) encontraram associagio positiva
para as proteinas MCL-1 ¢ BAX (p=0,06) em carcinomas pulmonares de células
ndo pequenas, compativel com nossas observagdes para essas proteinas em LNH de alto
grau. Zhan e colaboradores (1997), em trabalho com linhagens de leucemia mieloide,
afirmam que a expressao de MCL-l pode ser aumentada de maneira independente de p53
em células submetidas a agentes nocivos ao DNA, e também em células mieldides em
diferenciagdo, ou seja, os mecanismos de regulacio dessa proteina envolvida na sobrevida

de Jinhagens celulares parece ndo depender da proteina p53.

Nos linfomas de Burkitt, a proteina MCL-1 apresentou altos niveis de expressdo (3
cruzes) em 100% dos casos por nés estudados. Esse dado ¢ compativel com a biologia
desses tumores, constituido por células muito imaturas, que normalmente estariam
expressando a proteina MCL-1. Essa alta expressio de MCL-1 poderia substituir o efeito da
proteina BCL-2 nesses tumores, ou seja, inibiria a apoptose e ou retardaria o ciclo celular,
Este efeito favoreceria o acimule de mutagBes subsequentes, como do proprio gene
supressor de tumores p33, que apresenta taxa de mutagio de cerca de 40% (Newcomb,
1995, Peng et al, 1998).

BAK: “BCL-2 Associated Killer” € uma proteina pré-apoptotica com peso
molecular de cerca de 22kDa e 216 amino-acidos com similaridade de 28% a BCL-2,
principalmente em relagfo acs dominios BH1 ¢ BH2 Assim como BCL-2, seu dominio
hidrofobico C-terminal indica que deva estar localizada em membranas, Essa proteina tem

a capacidade de auto-dimerizagio e heterodimerigdo preferencialmente com BCL-XL.

Em nosso estudo, a proteina BAK se apresentou altamente expressa na grande
maioria dos tumores (cerca de 90%) e indetectivel em cerca de 10%, seguindo
praticamente os padrbes de expressio de BAX, porém com um nivel até mais elevado.
Houve tendéncia a correlagdo entre os niveis de expressio de BAX e BAK nos linfomas de
alto grau (p=0,063), sugerindo talvez, uma regulacgiio siinultéinea de BAK por p53, como ja
demonstrado para BAX (Miyashita and Reed, 1995). De fato, em trabalho recente, Pohl e
colaboradores (1999) demonstraram em células transfectadas com p353 selvagem,

aprisionamento em G2/M com consequente acimulo da proteina BAK. No entanto, os
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autores ndo observaram modulagio consistente para outros membros da familia BCL-2
como BAX, BCL-2, BCL-X, MCL-1, tanto por p53 selvagem ou mutado.

Recentemente, Kitamura ¢ colaboradores (1999) observaram aumento de expressio
da proteina BAK dependente de p53 em linhagens de glioblastoma submetidas a estresse
oxidativo, sem aumento significante de BAX ou BCL-2. Entretanto, Schoelch e
colaboradores (1999) afirmam ter encontrado aumento significativo de niveis da proteina
BAK, de acordo com a progressdo da doenga em casos de carcinomas espinocelulares orais

e sugerem ainda que esse aumento seja independente do “status” de p53.

Os linfomas linfoblasticos apresentaram o mais alto nivel de expressdo para a
proteina BAK. Apesar de outros tipos de linfoma mostrarem alto grau de expressdo para
essa proteina, em nosso estudo todos os casos de linfomas linfoblasticos mostraram trés
cruzes de positividade, sugerindo um possivel papel no comportamento agressivo desses

fumores.

N#o ha dados na literatura sobre a expressio de BAK em LNH, entretanto, a
expressio dessa proteina em outras neoplasias apresenta resultados ainda controversos:
enquanto Krajewska et al (1996) revelaram baixos niveis de expressio de BAK em
adenocarcinomas colorretais em relagfo a tecidos normais, Ogura et al (1999) detectaram
aumento de expressiio em 70% dos casos desses carcinomas. Por outro lado, Rochaix e
colaboradores {1999) mostraram aumento de expressio em cerca de 70% dos casos de
carcinoma de ducto mamadrio invasivo, enquanto Tomkova et al {(1997) relatam 75% de
casos com auséncia de expressdo para BAK em carcinomas baso-celulares cutfneos e
afirmam que a perda de expressdo de BAK, aliada a altos niveis de expressio de BCL-2,

devam contribuir para a etiopatogenia dessas neoplasias.

Em geral, as ceélulas normais dificilmente expressam simultaneamente proteinas
com a mesma fun¢8o. A expresséo simultdnea de varias proteinas reguladoras da apoptose
em LNH, sugere a desregulagdo do ciclo celular e apoptose. Os linfocitos “long-tived”
devem passar por transigio de expressdio de diferentes proteinas reguladoras do ciclo
celular e apoptose, e defeitos nesta transicdo podem induzir erros de recombinagio

homoéloga nos linfomas.
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Apesar da protegio das células contra morte por apoptose ser influenciada em
grande parte pelos niveis de expressio de BCL-2 e BAX, mudangas pos-traducionais nos
membros da familia BCL-2 parecem ser também muito importantes. Por outro lado,
alteracdes na tradugdo de Bcl-2 também podem interferir no cicle celular (Nicolaides et
al,1998).

Todos os genes anti-apoptéticos da familia de Bcl-2 t8m um potencial oncogénico e
algumas mutagdes, inclusive na regiio promotora, provavelmente aumentam sua expressio
direta ou indiretamente (Monni et al, 1999). Em células hematopoiéticas, oncoproteinas tais
como MYB, Ras e AMLI-ETO induzem expressio de Bcl-2. O reconhecimento de
potenciais sitios de ligagio para MYB (Ki-67) no promotor de Bak ¢ interessante, uma vez
que MYB (um fator de transcrigdo) tem sido implicado em apoptose pela ligagdo ao
promotor de bei-2 com aumento de expressdo de BCL-2 (Taylor et al, 1996; Frampton et al,
1996).

A resposta de células neoplasicas a sinais apoptéticos iniciados por drogas anti-
cancer parece ser um reflexo das concentragdes relativas de proteinas pré e anti apoptéticas,
incluindo as da familia BCL-2. Taxas relativas elevadas entre essas proteinas nas diversas
doengas hematologicas devem contribuir para sua resisténcia a agentes quimioterapicos.
(Wheaton et al, 1998).

Entendemos que a regulacio do comportamento bioldgico de células circulantes
como as de linhagens hematopoiéticas seja bem diferente da observada ;:m células que
vivem permanentemente em contato com c¢€lulas vizinhas e / ou com a matriz extra-celular.
Diferentes tecidos possuem diferentes interagSes com diferentes tipos celulares e
caracteristicas {como adesdo, longevidade, descamagio, ciclo celular, apoptose, etc) podem
ser compartilhadas ou nfio, conforme a fun¢do evolutiva de tais células e tecidos. Esse
quadro complexo torna os LNH neoplasias com caracteristicas tinicas entre todas as outras,
ou seja, cada novo clone neoplasico, por seu carater circulante com alteragdes de apoptose e
do ciclo celular, pode ser considerado uma metastase ambulante, limitando assim as

abordagens terapéuticas para essas doencas.

Questiona-se a correlagdo entre a taxa de incidéncia de apoptose com o grau de

malignidade (Takano et al, 1997; Wheaton et al, 1998; Sanchez et al, 1998; Nicolaides et
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al, 1998; Longsdon et al, 1999), no entanto € sabido que o envolvimento da apoptose em

relacdo 3 atividade proliferativa varia de tumor para tumor

(s dados inéditos deste trabalho como a express&o aumentada de BAK e MCL-1 em
LNH, associados ac aumento de expressdo de BCL-2 e BAX, corroborando dados da
literatura, sugerem gque a expressdo de proteinas reguladoras de apoptose devem estar
implicadas na etiopatogenia e fisiopatologia dessas neoplasias. Estudos de regulacio génica
dessas proteinas poderdo indicar diferengas entre elementos responsivos desses homologos

alterando o controle da apoptose.
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Conclusia

A andlise da expressdo de proteinas reguladoras de apoptose em LNH mostrou:
1- A expressdo aumentada da proteina anti-apoptética BCL-2 em torno de 60% dos LNH.

2- Aumento de expressio proteina BAX e BAK (pro-apoptéticas) ¢ MCL-1 (anti-
apoptética) mostraram um padrdo de expressdo aumentado em cerca de 90% dos casos

estudados, sendo os dados para a proteina BAXK inéditos na literatura.

3- Expressdo diminuida de BAX em alguns poucos casos concomitante com menor

expressao de BCL-2.

Dessa forma concluimos que estudos moleculares dos mecanismos de morte e
sobrevida celulares relacionados as proteinas reguladoras de apoptose da familia BCL-2,
nos diferentes tipos de linfomas, devem contribuir para um melhor entendimento na

biologia dessas doengas com consequente melhora na abordagem terapéutica das mesmas.
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Angxos

Tabela 1. LNH- Baixo Grau de Malignidade

BCL2 BAX BAK MCL1 Diagnost.

1 2 2 3 3 LILC
2 - 3 3 3 LLC
3 2 3 3 LiC
4 2 2 3 3 LiLC
5 - - 3 3 LLC
6 3 3 - 2 LLC
7 1 2 3 2 IC
8 1 2 3 3 IC
9 1 - 3 IC
10 2 2 3 3 ic
11 3 3 3 3 I1C
12 1 3 3 3 IC
13 - - 2 3 ic
14 2 2 3 3 ic
15 3 3 3 3 IC
16 2 2 2 IC
17 1 3 3 3 1
18 H - 2 3 iC
19 2 2 2 iC
20 2 3 3 3 MCFTiow
21 3 - 3 3 LCM
LLC- leucemia lmfoide cronica 1C- imunocitorna
IC B - imunocitoma de células B MCF- micose fungéide (linfoma T de baixo grau)

LCM-linfoma de células do manto
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Tabela 2. LNH-Grau Intermediario de Malignidade

BCLZ BAX BAK MCL1 Diagnést

1 3 3 3 3 LF
2 1 3 - 3 LF
3 3 3 3 3 LF
4 2 3 2 2 LF
5 2 3 - 3 LF
6 2 3 3 2 LF
7 3 3 2 LF
8 1 3 2 3 LF
9 - 3 3 LF
10 3 2 2 2 LF

LF - linfoma folicular = CBCC FOL -Linfoma de células centroblasticas e centrociticas de arranjo

folicular.
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LNH- Alto Grau de Malignidade

Tabela 3.

BAK MCL1 Diagnést.

BAX

BCL2
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Tabela 3 Continuacéo. LNH- Alto Grau de Malignidade

BCL2 BAX BAK MCL1 Diagnést.

30 - 2 2 3 B
32 - 2 2 B
33 1 - 2 B
34 2 3 2 3 B
35 3 2 2 3 B
36 - - - 1 B
37 - - - 3 B
38 2 3 3 3 B
39 . 2 3 B
40 - - B
41 2 3 B
42 3 3 3 B
43 - 3 2 B
44 - 2 2 3 B
45 2 3 2 2 B
46 - 3 2 B
47 ; 3 B
48 . 3 B
49 2 3 2 B
50 - 3 3 B
51 2 B
52 3 3 3 B
53 2 B
54 - 3 3 2 B
55 3 3 3 3 B
56 3 3 3 3 B
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Tabela 3 Continuacio. LNH- Alto Grau de Malignidade

BCL2Z BAX BAK MCL1 Diagadst.

57 3 3 3 3 B

58 1 3 2 3 B

59 3 3 B

60 - 2 - 2 B

61 2 B

62 2 2 3 3 TP

63 - 3 3 3 TP

64 3 3 - 3 AILD
65 - 2 AILD
66 - 3 2 3 AILD
67 - 3 AILD
68 i 3 3 3 ANAPLT
69 1 3 ANAPLT
70 - 3 3 3 NK

71 - 3 2 2 ANAPL T
72 - 3 2 3 - ANAPL
73 - 2 ANAPL
74 2 3 2 3 ANAPL

B- Linfoma Difuso de Grandes Células B

T P-linfoma T periférico= T hi .

AILD- linfoma angio imunoblastico de células T

T pleo- linfoma de alto grau de células “T” polimorfas (morfologia celular diversificada)
ANAPL- linfoma anaplasico ( aito grau.) = linfoma T pleomorfico

ANAPL T- linfoma anaplasico de células T

LNK= linfoma de células NK (natural killer) = GLM, Granuloma de Linha Média
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Tabela 4. LNH-Linfomas Linfoblasticos

BCL2 BAX BAK MCL1
1 -

2
3
- 3
3
2

L v " I VS
W N W W

2
3
4 -
5

LB-linfoma de células linfoblasticas

Tabela 5. LNH-Linfomas Burkitt

BCL2 BAK MCL1
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BU- linfoma de Burkitt
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Tabela 6. Reagentes para Imuno-histoquimica
Reagente Procedéncia Namero de| Diluiciio\ Especiﬁcidade
Catalogo | Concentracio
IgG1 anti-BCL-2 SC - 509 1:40 ndo especificado
monoeclonal
anti-BAX policlonal SANTA CRUZ SC-3526G 1:40 regido amino-terminal
anti-BAK policlonal BIOTECHNOL. SC - 832 1:40 aminoacidos
CA-USA 822104
anti-MCL-1 SC-819 1:40 aminoacidos
policlonal 1312139
soro normal suino BIOGENEX - USA X~ 0901 1:20
MULTI-LINK — K - 0453 1:50 imunoglobulinas de
biotinilado suino: anti IGs de
cabra, camundongo e
DAKO CORPORATION coelho
Strepto ABC — DINAMARCA K ~ 0377 1:100
conjugado com
peroxidase
DAB SIGMA CORPORATION - D - 8001 Img\ml em
H202 a 0,5%
USA ’
em PBS




Anexos

Tabela 7. Agrupamento dos Linfornas n#o-Hodgkin

Baixo grau de malignidade

Leucemia Linféide Crénica (LLC), Imunocitoma (IC),
Micose Fungdide (MCF), Linfoma de células do Manto
LCM)

Graun intermediario

Linfoma Folicular (LF)

Alto grau

Linfomas Difusos de Grandes Células B (LDGCB),
T periférico (T hi), Linfoma Angio Imunoblastico de
Células T (AILD), Anaplasico T (ANAPL T), Granuloma
de Linha Média (GLM / LCNK), Anaplésico (ANAPL)




