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O linfoma de Hodgkin (LH) e o linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) sdo
neoplasias derivadas de células B, que apresentam marcadores imunofenotipicos em
comum, e, por isso, em alguns casos onde ocorre sobreposi¢ao morfologica torna-se
dificil o diagnostico diferencial entre eles. O grau de dificuldade aumenta quando o
tumor é localizado no mediastino. O fato de a biopsia de mediastino ser um
procedimento ainda mais invasivo que a maioria das outras biopsias, muitas vezes
faz com que sejam coletadas quantidades insuficientes de amostra, o que dificulta a
analise das caracteristicas morfologicas da linfoprolifera¢do. Considerando tais
dificuldades, neste trabalho investigaremos a expressdo imuno-histoquimica da
proteina Pax-5 no diagnostico diferencial de LH e LDGCB. Foram analisadas
amostras de 14 pacientes, sendo dez com LDGCB e quatro com LH. O estudo imuno-
histoquimico com Pax-5 mostrou 100% de positividade nuclear para LDGCB. Porém,
destes, 30% mostraram positividade forte (+++); 50% moderada (++); 20% fraca
(+). Ja nas amostras de LH, 50% obtiveram marcag¢do focal e fraca nas células de
Reed/Sternberg (CRS) e 50% foram negativas. A marcagdo focal e fraca, ou até
negativa, do Pax-5 em LH pode ser um ponto importante para o diagnostico
diferencial, uma vez que difere muito da marcagao visualizada no LDGCB. Assim, é
possivel concluir que o anticorpo Pax-5 é um bom marcador para ser usado em
conjunto com outros marcadores no painel de rotina e, quando associado a clinica,
pode ser muito util no diagnostico diferencial entre LDGCB e LH em linfoma de
mediastino. Rev. Bras. Hematol. Hemoter.
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Introducao

Os linfomas compreendem um grupo heterogéneo de
doengas causadas por linfocitos malignos, que usualmente
se acumulam nos linfonodos e ocasionalmente podem atingir
o sangue periférico (fase leucémica) ou infiltrar outros 6rgaos
fora do tecido linfoide. Os linfomas sdo divididos em linfoma
de Hodgkin (LH) e linfoma ndo Hodgkin (LNH), com base na
presenga histologica de células de Reed-Sternberg (CRS) no
LH.!

O LH, descrito por Thomas Hodgkin em 1832, pode ser
definido como uma neoplasia hematologica de origem linfoide,
caracterizada histopatologicamente pela prolifera¢do de
células neoplasicas de morfologia variavel, denominadas
células de Reed-Sternberg (CRS), as quais estdo imersas em
substrato celular de aspecto inflamatorio caracteristico. A
origem da célula de RS é controversa, pois praticamente todas
as células do sistema imune ja foram consideradas células
precursoras das células de RS. Recentemente, definiu-se como
sendo de origem linfoide. Porém, um grande debate se abriu
em relacgdo a linhagem, se as mesmas sdo de células T ou de
células B.? Estudos moleculares mostraram que, na maioria
dos casos, as células malignas sdo derivadas de células B do
centro germinal, enquanto, em poucos casos, as cé¢lulas de
RS mostraram originar-se a partir de células T.*

A Organizagao Mundial de Satide (OMS), em conjunto
com a Sociedade Americana de Hematologia e a Associa¢do
Européia de Hematologia, revisaram, em 2008, a classificagdo
para neoplasias dos tecidos hematopoético e linfoide
(Revised European-American Lymphoma/World Health
Organization: REAL/WHO), publicada em 2001. Nessa
classificagdo, o LH foi dividido em dois tipos histoldgicos:
linfoma de Hodgkin predominancia linfocitica nodular
(LHPLN) e linfoma de Hodgkin classico (LHC). Dentro do
LHC, quatro subtipos foram diferenciados: esclerose nodular
- tipo I e tipo IT (LHCEN), rico em linfécitos (LHCRL),
celularidade mista (LHCCM) e deplecao linfocitica (LHCDL).
Para a classificacdo dos linfomas ndo Hodgkin (LNH), o
sistema REAL/WHO considerou a morfologia das células
linfoides, a presenca de proteinas na superficie das células
(imunofenotipagem) e as caracteristicas genéticas. Além
disso, os varios tipos de LNH foram agrupados conforme o
tipo de célula linfoide do tipo B ou T, e, de acordo com o
prognostico, em: indolentes, agressivos e muito agressi-
vo0s.*>¢ A imuno-histoquimica tem valor diagndstico
diferencial entre os subtipos tradicionais de LH, assim como
na distin¢do de outras desordens linfoproliferativas com CRS
simile.” O LH pode ser confundido com alguns LNH, princi-
palmente com o linfoma difuso de grandes células B
(LDGCB),*’ com linfoma de células B, rico em células T ou
histiocitos!®!! ¢ com linfomas de células T periféricas. '

Histopatologicamente, os LNH caracterizam-se por
células aparentemente linfociticas com variados graus de
diferenciagao, dependendo do tipo de linfoma. No LDGCB,

observam-se grandes células blasticas, com cromatina frouxa,
nucléolos proeminentes, citoplasma basofilico, semelhantes
a centroblastos e imunoblastos.? Quando primario de medias-
tino, 0 LDGCB possui células B clonais de origem timica, e
epidemiologicamente ocorre predominantemente em mulheres
jovens.*

O LH e o LDGCB sao neoplasias de células B que
apresentam marcadores imunofenotipicos em comum, e, por
isso, em alguns casos onde ocorre sobreposi¢do morfoldgica,
torna-se dificil o diagnodstico diferencial entre eles,"
principalmente em bidpsias de mediastino. Como a bidpsia
de mediastino ¢ um procedimento muito invasivo, geralmente
a quantidade de amostra coletada do paciente ¢ insuficiente
e inadequada para a analise anatomopatoldgica e imuno-
histoquimica da linfoproliferagdo. Desta forma, a investigacao
de um marcador especifico para esses linfomas torna-se um
alvo de diagnostico laboratorial de grande importancia.
Usualmente, o diagndstico diferencial entre essas duas
neoplasias faz-se pela analise da marcagdo especifica dos
anticorpos CD30, CD15, e FASCINA para linfoma de Hodgkin
e anegatividade do LCA. J4 para o linfoma difuso de grandes
células B, a literatura mostra marcacdo positiva para o
anticorpo LCA e negativa para CD15. Outros anticorpos
também podem ser utilizados na analise complementar desses
linfomas, como o CD20, CD3, CD40, CD45 RO, CD5,EBV e
ALK+

Recentemente, o fator de transcri¢do Pax-5 foi demons-
trado como um importante marcador de diferenciacio de
células B."> O Pax-5 pertence a familia dos genes Paired Box
(Pax), a qual é composta, em humanos, por nove genes
conservados.'¢ Pelo menos quatro diferentes isoformas dessa
proteina foram identificadas e, das quais, a isoforma Pax-5a
tem sido a mais estudada.'”* Os genes Pax sdo reguladores
importantes do desenvolvimento embriondrio e organo-
génese. No entanto, muitos membros da familia Pax, como o
Pax-5, também exercem fungdes cruciais no individuo adulto.
Além disso, os genes Pax também podem atuar como pro-
oncogenes e ter o potencial de induzir transformagdes
neoplésicas.'*22122 Os genes paired Box codificam uma
familia de proteinas regulatorias envolvidas no controle
transcricional de desenvolvimento de tecidos e diferenciagao
celular. O gene Pax-5 humano esté localizado no cromossomo
9q13 e foi inicialmente encontrado codificando proteinas
nucleares ligantes de DNA em células B, conhecida como
proteina ativadora especifica de células B (PASB).% A proteina
Pax-5, ou PASB, exerce um papel muito importante no
desenvolvimento, ativagao e diferenciacao de células B. No
sistema hematopoético, a expressao do gene Pax-5 inicia nas
fases precoces de diferencia¢do da célula B e ¢ importante
para o desenvolvimento e progressdo destas células.!”1%%
Dessa forma, a inativagdo do gene Pax-5 pode induzir um
bloqueio da diferenciacdo de células B, reduzindo o nimero
de células maduras.*

A PASB tem sido observada em muitos linfomas de
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células B, mas nunca em neoplasias de células T. Esta pode
ser um valioso marcador diagnostico para neoplasias
linfoides de células B em bidpsias emblocadas em parafina,
porque ¢é expresso fortemente nestas amostras e € negativo
em proliferagdes linfoblastica de células T.!>232

Estudos recentes envolvendo o fator de transcri¢ao
Pax-5 mostram que a PASB ¢ expressa na maioria dos LNH de
linhagem B, mas sofrem uma diminuicdo da expressdo nas
células classicas do LH (CRS).2° Assim, como o LH ¢ 0o LDGCB
sdo duas neoplasias de incidéncia relativamente alta, e
considerando as dificuldades existentes em relagdo ao
diagnéstico diferencial, principalmente em amostras com
escassa massa tumoral, neste trabalho analisamos a marcacao
da proteina Pax-5 em bidpsias de mediastino de pacientes
comLHe LDGCB.

Casuistica e Métodos

Foram avaliados 14 pacientes com diagndstico prévio
de LH ou LDGCB, em amostras de mediastino, do Servigo de
Anatomia Patologica do Cepon, no periodo de 2000 a 2006. O
diagnostico laboratorial foi realizado por imuno-histoquimica
de acordo com o painel de anticorpos demonstrado na
Tabela 1. Apos parecer favoravel do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos do Cepon (parecer n° 018/
20006), as amostras dos pacientes com diagndstico de LH e
LDGCB foram submetidas a reagdo de imuno-histoquimica
para avaliagdo da expressao da proteina PAX-5. Os blocos
de parafina, com amostra dos pacientes processada histo-
logicamente, foram cortados em micrétomo rotativo, obtendo-

se cortes de 2 a 3 um de espessura, montados sobre laminas
silanadas (Leica, Sao Paulo, Brasil). Apds fixagdo em estufaa
50° C por uma hora, os cortes foram desparafinados em xilol,
e hidratados por passagens sucessivas em etanol com
concentragdes decrescentes. Apds este procedimento, blo-
queou-se a peroxidase endodgena, para evitar reagdes inespe-
cificas falso-positivas, com solugio de peroxido de hidrogénio
a 3% e metanol absoluto, em um banho de vinte minutos.
Seguiu-se com lavagens em agua destilada e tampdo salina-
fosfato pH 7,2 (PBS, composi¢ao: NaCl 137 mM, KC12mM e
tampao fosfato 10 mM) (Laborclin, Pinhais, Parana, Brasil).
Posteriormente, a amostra foi submetida a reativago anti-
génica em um tampao pH 6 a base de citrato (Dako, Carpinteria,
CA, USA), diluido 1:10 e mantido em banho-maria ajustado
para 95°-98° C durante 45 minutos. Em seguida, as 1aminas
foram mantidas a temperatura ambiente durante vinte minutos
e lavadas com agua destilada e tampao PBS. O anticorpo
monoclonal anti-Pax-5 (Clone 1EW, mouse IgG1, Novo-
castra, NewCastle, UK) foi diluido a 1:100, em tampao Tris-
HCI (0,05 mol/L). Apés este procedimento, a solugao con-
tendo o anticorpo foi adicionada aos cortes teciduais e as
laminas foram mantidas em cdmara imida na geladeira a 2°-8°
C, over night. Na sequéncia, as laminas foram lavadas com
tampao PBS duas vezes, por cinco minutos cada, a temperatura
ambiente, e foram incubadas com anticorpo secundario
biotinilado anti-IgG/IgM (Dako Corporation, Carpinteria,
USA) por trinta minutos. Logo apés esta etapa, as laminas
foram novamente lavadas com PBS e incubadas com
estreptavidina conjugada a peroxidase (Dako Corporation,
Carpinteria, USA) por mais trinta minutos. Posteriormente as

Tabela 1. Perfil imuno-histoquimico dos casos selecionados

Pacientes Anticorpos Diagnostico
LCA CD3 CD5 CD10 CD20 CD30 CD45RO CD15 KI&7 FASCINA
Caso 1 P N P N N LDGCB
Caso 2 P N P N 60% LDGCB
Caso 3 P N P N N 60% LDGCB
Caso 4 P P N N N 80% LDGCB
Caso 5 I P P | P LDGCB
Caso 6 P N P P N 50% LDGCB
Caso 7 N N P P P LH
Caso 8 P N N P P | 60% LDGCB
Caso 9 P N P P N | N LDGCB
Caso 10 N N P P P LH
Caso 11 P P P | P LDGCB
Caso 12 P P | | I LH
Caso 13 P N N P N 20% LDGCB
Caso 14 N N N N P N P P LH

P = positivo; N = negativo; | = inconclusivo.
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lavagens ja mencionadas, as amostras foram submetidas a
revelagdo colorimétrica com uma solugdo cromoégena,
contendo 0,03% de 3,3'-diaminobenzidina, previamente diluida
em tampao imidazol pH 7,2 e peroxido de hidrogénio a 0,3%
(Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA). Apds arevelagao,
foram realizadas as contracolora¢des das laminas com
soluc¢do de hematoxilina de Harris, desidratagdo através de
passagem das laminas em concentragdes crescentes de
etanol, diafanizacdo em xilol e montagem em Entellan®
(Merck, Sao Paulo, Brasil). A leitura das laminas foi realizada
em microscopio Optico comum (Leica, Sdo Paulo, Brasil), em
aumento de 200X e 400X, onde todos os campos da lamina
foram analisados. O resultado positivo foi revelado pelo
aparecimento de colorag@o castanha no local da marcac¢do
pelo anticorpo (nucleo celular). A intensidade da marcagao
do anticorpo PAX-5 foi graduada da seguinte forma:

-: negativo

+: fracamente positivo

++: moderadamente positivo

+++: fortemente positivo

A anadlise estatistica foi realizada utilizando-se o
programa GraphPad Instal®. A associagao entre as diferentes
variaveis foi analisada pelo teste do %2, onde o p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.

Resultados

Inicialmente, foram selecionados 21 pacientes a partir
do diagnoéstico de LH ou LDGCB. Entretanto, somente foi
possivel a obten¢do do material de bidpsia do tecido tumoral
adequado tecnicamente para analise, bem como do termo de
consentimento livre e esclarecido de 14 pacientes. Sendo
assim, a marcagao nuclear da proteina Pax-5 foi determinada
nestas 14 amostras. A partir do perfil imuno-histoquimico
dos casos selecionados, foi realizada a revisdo diagnodstica
dos pacientes com linfoma de mediastino. Como pode ser
observado na Tabela 1, do total de pacientes portadores de
linfoma de mediastino, dez (71,4%) apresentaram diagndstico
de LDGCB e quatro (28,6%) de LH.

Como pode ser visto na Tabela 2, os marcadores imuno-
fenotipicos muitas vezes ndo sao especificos o suficiente

Tabela 2. Expressao de marcadores imuno-histoquimicos por
numero de casos analisados

Anticorpos LH (n=4) LDGCB (n = 10)
CD30 314+ 4/9 **
CD15 3/4* 079", **
CD20 1/4 10/10

CD45 (LCA) 1/4 9/10 *
FASCINA 314+ 2/4*

* presenca de resultado(s) inconclusivo(s)
** anticorpo nao realizado em um(ns) caso(s)

Tabela 3. Detecgao da expressdo de Pax-5 pela técnica de
imuno-histoquimica em LH e LDGCB

Pacientes Anticorpo PAX-5 Diagnostico
Caso 1 +++ LDGCB
Caso 2 ++ LDGCB
Caso 3 + LDGCB
Caso 4 ++ LDGCB
Caso 5 +++ LDGCB
Caso 6 + LDGCB
Caso 7 - LH
Caso 8 ++ LDGCB
Caso 9 ++ LDGCB
Caso 10 + LH
Caso 11 +++ LDGCB
Caso 12 - LH
Caso 13 ++ LDGCB
Caso 14 + LH

+++ = fortemente positivo, ++ = moderadamente positivo;
+ = fracamente positivo; - = negativo

Figura 1. Marcagéo do anticorpo PAX-5 em biépsia de paciente com
LH. Painel A: Marcagéo negativa das células de RS; Painel B:
Marcagéo fracamante positiva nas células de RS (A e B, aumento
de 400 X)
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Figura 2. Marcagéo do anticorpo PAX-5 em bidpsia de paciente
com LDGCB. Painel A: Marcagéo fracamante positiva em LDGCB,;
Painel B: Marcagdo moderadamente positiva em LDGCB; Painel C:
Marcacao fortemente positiva em LDGCB (A, B e C, aumento de
400 X)

para o diagnostico diferencial entre o LH ¢ o LDGCB. Por
isso, a investigagdo de novos alvos de diagnéstico diferencial
se faz importante. Dessa forma, analisamos a expressdo
diferencial da proteina Pax-5 nas 14 amostras de biopsias de
pacientes com LH ou LDGCB. A Tabela 3 mostra que, nos
casos de LDGCB, a marcagao da proteina Pax-5, variou de
fracamente positiva (20%) a fortemente positiva (30%), e 50%
foi moderadamente positiva. Entretanto, nos casos de LH,
dois casos foram fracamente positivos e os outros dois
negativos. Nas Figuras 1 e 2, pode-se visualizar o padrao de
marcagdo do anticorpo Pax-5 nos casos de LH e LDGCB,
respectivamente. A diferenca da marcagdo do anticorpo
Pax-5 entre LH e LDGCB foi estatisticamente significativa
(p <0,0001,y test).

Discussao

Como visto anteriormente, o LH e o LDGCB sio
neoplasias de células B, que podem apresentar marcadores
imunofenotipicos em comum, e, por isso, o diagnostico
diferencial entre eles muitas vezes ¢ dificil, principalmente em
bidpsias de mediastino.

Como pode ser visto nas Tabelas 1 e 2, o painel realizado
para o diagnéstico de LH e LDGCB muitas vezes ndo ¢
esclarecedor. Os anticorpos CD3, CD5 e CD45RO, marcadores
de células T, foram adicionados no painel imuno-histoquimico
para excluir neoplasias derivadas de células T. Alguns
anticorpos considerados tuteis como ferramentas diagnos-
ticas entre LH e LDGCB néo apresentaram resultados eluci-
dativos. Os antigenos CD30 e Fascina, presentes em células
de Hodgkin, ndo evidenciaram a especificidade descrita na
literatura,' uma vez que marcaram tanto células de Hodgkin
como grandes células B. Entretanto, o anticorpo CD15, que
marca CRS, apresentou resultados compativeis, uma vez que
foi negativo em LDGCB e positivo em LH. Porém, este
anticorpo, juntamente com o LCA e Fascina, mostrou-se
duvidoso no diagndstico de alguns casos apresentados.

Considerando os problemas apresentados com os
anticorpos rotineiramente utilizados no diagnostico dife-
rencial de LH ¢ LDGCB, a investigagdo de um marcador
especifico para esses linfomas torna-se um alvo de diagndstico
laboratorial de grande importancia.

Segundo Falini e Manson,* a detecgio do Pax-5 pode
ser um valioso marcador diagnostico para neoplasias
linfoides de células B, em biopsias emblocadas em parafina,
pois € fortemente expresso nestas amostras, e é negativo em
proliferacdes linfoblastica de células T. A proteina Pax-5 pode
ser util para o diagnostico, pois, além de ser detectavel em
todos os estagios de maturagdo de células B, apresenta
marcagdo intranuclear. Esse aspecto ¢ importante, pois
marca¢des membranares e/ou citoplasmaticas em biopsias
de mediastino sao de dificil visualizagao, visto que as células
encontram-se muito proximas umas das outras, o que torna
dificil saber qual célula esta realmente marcada. Além disso,
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o ensaio de imuno-histoquimica pode apresentar reagdo de
fundo, o que dificulta a visualizagdo da marcagdo cito-
plasmatica.

Neste trabalho, a técnica de imuno-histoquimica mos-
trou-se eficiente para a detec¢do da proteina Pax-5 (Tabela 3),
em amostras de biopsias de LH e LDGCB. Evidenciou-se esta
proteina através de marcagao exclusivamente nuclear, sendo
mais fidedigna devido a disposi¢ao celular.

Krenacs ef al’’ evidenciaram intensidades variadas de
marcacdo do Pax-5 em casos de LDGCB e em LH, e concluiram
que a alta expressdo de Pax-5, particularmente naqueles
encontrados em LDGCB, pode ser devido a expressao
desregulada de PASB/Pax-5, o que confirma o possivel papel
do Pax-5 em patologias malignas envolvendo linfocitos B.
Em 2002, Torlakovic et al'® descreveram o uso do anticorpo
Pax-5 para identificagdo e confirmacgao de linfomas de células
B, em bidpsias emblocadas em parafina e fixadas em formol.
Esse mesmo estudo caracterizou a marcagdo exclusivamente
nuclear do Pax-5 com 100% de positividade forte em LDGCB,
e 92% de positividade fraca para LH. Nossos resultados
corroboram com essas afirmativas, pois 100% dos casos de
LDGCB apresentaram positividade nuclear. Destes, 30%
mostraram positividade forte (+++); 50%, moderada (++); 20%
fraca (+). Portanto, estes resultados mostram que o Pax-5 ¢
um bom marcador para LDGCB, pois se apresentou positivo
em todos os casos analisados, inclusive foi decisivo naqueles
casos em que os anticorpos LCA, CD15 e Fascina, consi-
derados de grande importancia diagnostica, tiveram marcagio
duvidosa. Em relagdo ao LH, embora a amostragem tenha
sido pequena, a marcagdo com o Pax-5 mostrou uma tendéncia
de fracamente positiva a negativa, diferenciando do padrao
de marcacao geralmente forte do LDGCB.

Foi observado que a intensidade de marcacdo da
proteina Pax-5 variou ndo apenas entre os dois subtipos de
linfoma analisados, mas também entre os casos de mesmo
diagndstico, e que este fato pode estar relacionado ao grau
de malignidade.”” A marcagdo focal e fraca, ou até negativa,
do Pax-5 em LH, pode ser um ponto importante para o
diagnostico diferencial, uma vez que difere muito da mar-
cacdo visualizada no LDGCB. Assim, ¢ possivel concluir
que o anticorpo Pax-5 é um bom marcador para ser usado
em conjunto com outros marcadores no painel de rotina e,
quando associado a clinica, pode ser muito util no diag-
nostico.

Abstract

Hodgkin's Lymphoma (HL) and diffuse large B-cell Lymphoma
(DLBCL) are neoplasias derived from B cells that present the same
immunophenotypic markers, making the differential diagnosis
between them very difficult particularly in cases where morphological
overlapping occurs. An extra difficulty exists when the tumor is
located in the mediastinum, thereby demanding a more invasive
biopsy. In addition, frequently an excessively small sample is collected,

putting the analysis of the morphological characteristics of
lymphoproliferation at risk. The goal of this study was to evaluate
PAX-5 as a marker to distinguish HL from DLBCL. Overall, 10 out
of 14 studied cases had a diagnosis of DLBCL and 4 patients of HL.

The Pax-5 immunohistochemical staining showed 100% positivity
in the LBCL study group. However, 30% showed strong positivity
(+++), 50% moderate (++) and 20% weak (+). On the other hand,

50% of the HL group showed a weak focal pattern of staining of the
Reed/Sternberg Cells (RSC), whereas the other 50% showed
negativity. The weak focal pattern as well as the negative staining
pattern of PAX-5 in HL may be an important key in the differential
diagnosis as it is very different from DLBCL. Hence, we suggest
that the PAX-5 antibody is a good immunomarker and may be used
with other markers in the laboratory routine. It is also very useful
when associated to clinical features of patients to reach a differential
diagnosis between DLBCL and HL mediastinal lymphoma. Rev.

Bras. Hematol. Hemoter.

Key words: Hodgkin's lymphoma, diffuse large B-cell lymphoma;
PAX-5 antibody, immunohistochemistry.
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