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RESUMO

Base tedrica: doencas linfoproliferativas cronicas de linhagem B (DLPC-B) sdo neoplasias
clonais que afetam linfocitos B maduros. A tirosina quinase de Bruton (do inglés Bruton’s
tyrosine kinase, BTK) é uma proteina essencial para o desenvolvimento, diferenciacdo e
sinalizacdo nos linfocitos B. Ki-67 é uma proteina nuclear associada a proliferacdo celular. A
avaliacdo de proteinas envolvidas nas vias de sinalizacdo oncogénicas pode levar ao
aprimoramento do diagnostico, tratamento e definigdo de progndstico das DLPC-B.

Obijetivo: avaliar a expressdo de BTK e Ki-67 em linfécitos de portadores de DLPC-B.
Metodos: para avaliagdo de BTK foi realizado um estudo transversal; foi avaliada a expresséo
de BTK em amostras de pacientes saudaveis e de pacientes com diagnéstico de DLPC-B. Para
avaliacdo de Ki-67 foi realizado um estudo transversal. As amostras foram marcadas com
CD45 FITC e CD19 APC para identificacdo dos linfécitos B. Apds a lise das hemécias, foi
realizada marcacéo citoplasméatica de BTK PE e/ou Ki-67 PerCP-Cy5.5. O percentual de
expressdo e a intensidade de fluorescéncia média (IFM) dos marcadores avaliados foram
determinados nos linfocitos B. A andlise estatistica foi realizada com testes de correlacdo de
Pearson e Spearman entre BTK ou Ki-67 e as demais variaveis clinicas e laboratoriais, e
ANOVA seguido por teste post hoc de Bonferroni para comparagdes entre grupos. Foi
considerado resultado significante quando P < 0,05.

Resultados: ndo foram observadas diferengas na expressdo de BTK e ndo houve associacdo
entre a expressdo de BTK e as varidveis clinicas avaliadas. A expressdo de Ki-67 foi maior
nos grupos linfoma do manto, linfoma de Burkitt e linfoma difuso de grandes células B em
relacdo aos demais; apos analise multivariada, a IFM de Ki-67 foi associada a IFM de CD38.
Conclusao: no presente trabalho, a expressdo de BTK em DLPC-B foi similar a de linfocitos
B normais e a expressao de Ki-67 foi maior nas DLPC-B com curso clinico mais agressivo.

Palavras chave: BTK; tirosina quinase de Bruton; Ki-67; citometria de fluxo; neoplasia B

madura; doenca linfoproliferativa cronica de linhagem B.



ABSTRACT

Background: mature B-cell neoplasms (MBCN) are clonal neoplasms that affect mature B-
cell lymphocytes. Bruton’s tyrosine kinase (BTK) is an essential protein for the development,
differentiation and signaling in B-cell lymphocytes. Ki-67 is a nuclear protein associated to
cellular proliferation. Evaluation of proteins involved in oncogenic signaling pathways can
lead to improvement in the diagnosis, treatment and prognosis definition in MBCN.
Objective: to evaluate the expression of BTK and Ki-67 in lymphocytes of MBCN patients
using flow cytometry.

Methods: a cross-sectional study was conducted for BTK assessment; BTK expression was
assessed on healthy patients samples and MBCN samples. For evaluation of Ki-67 a cross-
sectional study was conducted. Samples were stained with CD45 FITC and CD19 APC for
identification of B-cell lymphocytes. After lysis of red blood cells, cytoplasmic staining of
BTK PE and/or Ki-67 PerCP-Cy5.5 was performed. Percentage of expression and mean
fluorescence intensity (MFI) of the markers were determined in B-cell lymphocytes.
Statistical analysis was performed with Pearson and Spearman correlation tests between BTK
and Ki-67 and the other clinical and laboratory variables, and ANOVA followed by post-hoc
Bonferroni test for comparisons between groups. Results were considered significant when P
< 0.05.

Results: no differences in BTK expression were identified and there was no association
between BTK expression and clinical variables evaluated. Ki-67 expression was higher in
mantle cell lymphoma, Burkitt lymphoma and diffuse large B-cell lymphoma cases; after
multivariate analysis, MFI of Ki-67 was associated with MFI of CD38.

Conclusions: in this study, BTK expression in B-cell neoplasms was similar to that of normal
B-cell lymphocytes and Ki-67 expression was higher in MBCN with more aggressive clinical

courses.

Keywords: BTK; Bruton’s tyrosine kinase; Ki-67; flow cytometry; mature B-cell neoplasm;
B-cell chronic lymphoproliferative disease.
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1. INTRODUCAO

As doencas linfoproliferativas crénicas de linhagem B (DLPC-B) sdo neoplasias
clonais que afetam linfocitos B maduros (1); nesse grupo estao incluidas leucemias e linfomas
ndo-Hodgkin (LNH) (2). Durante o desenvolvimento de uma DLPC-B ocorre 0 aumento
clonal de uma populacéo linfoide, a qual podera infiltrar a medula dssea e que, com o avanco
da doenca, levara a supressdo da hematopoiese (3). O diagnostico se da pela avaliacdo de um
conjunto de exames, como analise imunofenotipica de sangue, medula 0ssea e/ou tecidos
linfoides, medulograma, bidpsia de medula 6ssea e/ou linfonodos e avalia¢do citogenética (2).

Tirosina quinase de Bruton (BTK, do inglés Bruton's tyrosine kinase) é uma tirosina
quinase ndo receptor, sua funcdo € essencial para o correto desenvolvimento, diferenciacao e
sinalizacdo nos linfocitos B. BTK é fundamental para a sinalizacdo via receptor de célula B
(BCR, do inglés B-cell receptor). A estimulagdo antigénica de BCR é importante para a
selecdo, proliferagdo, maturacdo, diferenciacdo e producdo de anticorpos pelos linfocitos B
normais, além de ser necessaria para o desenvolvimento de uma DLPC-B (4, 5).

Ki-67 é uma proteina nuclear associada a proliferacdo celular (6). Esta proteina é
expressa em todas as fases ativas de divisdo celular, estando ausente em células quiescentes e
durante a fase de reparo de DNA (acido desoxirribonucleico, do inglés deoxyribonucleic
acid), portanto, a avaliacdo do percentual de células tumorais com expressdo de Ki-67 &
utilizada como indice proliferativo na avaliacdo de diversas neoplasias (7, 8).

O aprofundamento do conhecimento sobre as vias de sinalizacdo oncogénicas com a
identificacdo de marcadores criticos para o desenvolvimento, manutencdo e resisténcia de
tumores em geral pode levar ao aprimoramento dos tratamentos quimioterapicos. Deste modo,
a avaliacdo da expressdo de BTK e Ki-67 nas diversas DLPC-B pode vir a auxiliar no

diagndstico, bem como na escolha do tratamento e ser indicativo de progndstico.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. ESTRATEGIA PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMA(;OES

Esta revisdo da literatura esta focada no papel das proteinas BTK e Ki-67 em DLPC-B
— descricdo, funcdo e estudos envolvendo avaliagdo da expressdo. A estratégia de busca
envolveu as bases de dados MEDLINE, Scielo e Lilacs, com os termos “BTK”, “Bruton’s
Tyrosine Kinase”, “Ki-67", “B-cell” e “flow cytometry” e suas combinac¢des ou traducdes. A
busca foi restringida a trabalhos cujo idioma fosse inglés, espanhol ou portugués. Foram
utilizados livros-texto selecionados. Na figura 1 estdo esquematizadas as estratégias de busca.

Ultima atualizacdo em 11 de agosto de 2017.

| Palavras Chave |

1. BTK

2. Bruton tyrosine kinase
3. Ki-67

4. B-cell

5. Flow cytometry

,

Lilacs Pubmed Scielo
1+2: 12artigos 1+2: 2.103 artigos 1+2: 15 artigos
3+4: 43artigos 3+4: 871 artigos 3+4: 30 artigos
3+5: 3 artigos 3+5: 1.211 artigos 3+5: 0 artigos

l Avaliacdo de titulo e resumo

Lilacs Pubmed Scielo
1+2: 0 artigos 1+2: 244 artigos 1+2: 0 artigos
3+4: 2 artigos 3+4: 120 artigos 3+4: 1 artigo
3+5: 0 artigos 3+5: 58 artigos 3+5: 0 artigos

2 artigos || 422 artigos || 1 artigo

| ' |

BTK + Bruton tyrosine kinase; Ki-67 + B cell e Ki-67 + Flow cytometry: 425artigos

Avaliacdo do texto integral e redagéo da
revisao bibliografica

| 172 artigos |
Figura 1. Modelo esquematico da estratégia da busca.

Fonte: elaborado pela autora (2017).
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2.2. DOENCAS LINFOPROLIFERATIVAS CRONICAS DE LINHAGEM B
2.2.1. DEFINI(;AO E EPIDEMIOLOGIA

O termo neoplasias linfoides refere-se a um grupo heterogéneo de doencas malignas
de linfocitos, a maioria das quais tem origem a partir de linfocitos B. A proliferacdo
descontrolada é uma das principais caracteristicas das células tumorais e, na maioria dos
casos, o percentual de células em proliferacdo determina o comportamento bioldgico e curso
clinico da doenca (9).

Neoplasias indolentes apresentam normalmente baixa proliferacdo, células de tamanho
pequeno e baixa agressividade clinica — a acumulagdo celular nestas neoplasias parece resultar
de alteracGes na regulacéo da apoptose. Neoplasias agressivas tendem a apresentar alto indice
proliferativo, células de tamanho maior e alta agressividade clinica. ApOs a apresentacdo
inicial, pode ocorrer progressdo da doenca devido a alteracBes das caracteristicas da
neoplasia, as quais podem ndo apresentar significado clinico ou levar a um quadro de
aceleracao da doenca (9).

A leucemia linfocitica crénica (LLC) com a sua versao tecidual, o linfoma linfocitico
(SLL, do inglés small lymphocytic lymphoma), é o tipo mais comum de leucemia no ocidente
(10), sendo mais comum em caucasianos. A LLC tem um turnover diario de 0,1% a 1,0% do
clone, o qual é garantido por centros de proliferacdo, nos quais as células responsaveis podem
ser identificadas pela expressdo do antigeno Ki-67 (4). Dentre as outras leucemias cronicas de
linhagem B estdo incluidas a leucemia prolinfocitica e a tricoleucemia (11).

O linfoma folicular é um linfoma de baixo grau. Representa o0 LNH indolente mais
comum e segundo LNH mais comum nos Estados Unidos (EUA). E definido como uma
neoplasia composta por células B derivadas do centro germinal que apresentam, pelo menos
parcialmente, um padrdo de crescimento folicular (12).

O linfoma difuso B de grandes células (LDGCB) representa cerca de 25% dos LNH e
constitui um grupo heterogéneo de neoplasias de linhagem B (13), subdivide-se em trés tipos,
de acordo com o perfil de genes expressos: células B centro-germinais (GCB, do inglés
germinal center B-cell), células B ativadas (ABC, do inglés activated B-cell) e linfoma de
grandes células priméario do mediastino (14).

O linfoma do manto € um linfoma agressivo, com sobrevida curta, de cinco a sete
anos. Este LNH representa cerca de 4% de todos os linfomas nos EUA e 7% a 9% dos casos
na Europa, apresenta predominio em sexo masculino (proporcéo de 2:1) e idade média de 60
anos (13, 15). Quatro variantes morfoldgicas de linfoma do manto estdo descritas na
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literatura: variante de células pequenas, variante da zona do manto, variante difusa e variante
blastica (15).

Entre outros tipos de LNH de linhagem B, estdo incluidos o linfoma de Burkitt, o
linfoma da zona marginal extranodal do tecido linfoide associado a mucosa (linfoma MALT,
do inglés mucosa-associated lymphoid tissue), o linfoma de zona marginal esplénica (LZME),
o linfoma de zona marginal nodal (LZMN) e o linfoma linfoplasmacitico (13).

Para o ano de 2012, foram estimados aproximadamente 390 mil novos casos (2,7% do
total de casos de cancer) e 200 mil 6bitos (2,4% do total de 6bitos) por LNH no mundo. Na
avaliacdo de leucemias, foram estimados 352 mil novos casos de leucemia (2,5% do total de
cancer) e 265 mil ébitos no mundo (16).

Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA),
para 0 ano de 2016 no Brasil eram esperados 5.210 casos novos de LNH em homens e 5.030
em mulheres, correspondendo a um risco estimado de 5,27 casos novos a cada 100 mil
homens e 4,88 para cada 100 mil mulheres. Sem considerar os tumores de pele nao
melanoma, os LNH em homens sdo 11° tipo de cancer mais frequente na Regido Sul
(7,71/100 mil); e o nono mais frequente para as mulheres (6,61/100 mil) (16).

O INCA estimou para o Brasil, no ano de 2016, 5.540 novos casos de leucemia em
homens e 4.530 em mulheres, correspondendo a um risco estimado de 5,63 casos novos a
cada 100 mil homens e 4,38 para cada 100 mil mulheres. Excluindo-se os tumores de pele ndo
melanoma, a leucemia em homens é o décimo tipo de cancer mais comum na Regido Sul
(8,55/100 mil); e é o oitavo mais frequente para as mulheres (6,62/100 mil) (16).

Na tabela 1 esta apresentada a listagem completa em portugués das DLPC-B, de

acordo com a classificacdo de 2008 da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2, 17).

Tabela 1. Classificacdo das doencas linfoproliferativas crénicas B de acordo com a

Organizacao Mundial da Saude (2008) em portugués.

Neoplasias de células linfoides B maduras CID-O
Leucemia linfoide cronica/linfoma linfocitico (LLC/SLL) 9823/3
Leucemia prolinfocitica B 9833/3
Linfoma B da zona marginal esplénica (LZME) 9689/3
Tricoleucemia 9940/3
Linfoma/leucemia esplénico de células B, inclassificavel 9591/3

Linfoma esplénico difuso da polpa vermelha, de linfécitos B pequenos 9591/3
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Tricoleucemia variante

Linfoma linfoplasmacitico

Macroglobulinemia de Waldestrom

Doencas da cadeia pesada

Doenca da cadeia pesada alfa

Doenca da cadeia pesada gama

Doenca da cadeia pesada mu

Mieloma multiplo (MM)

Plasmocitoma solitario do 0sso

Plasmocitoma extra 0sseo

Linfoma da zona marginal extranodal do tecido linfoide associado & mucosa
(Linfoma MALT)

Linfoma da zona marginal nodal (LZMN)

Linfoma da zona marginal nodal pediatrico (LZMN-P)
Linfoma folicular

Linfoma folicular pediatrico

Linfoma centrofolicular primario da pele

Linfoma do manto

Linfoma difuso de grandes células B (LDGCB)

Linfoma de grandes células B rico em células T e histidcitos
Linfoma difuso de grandes células B do sistema nervoso central
Linfoma difuso de grandes células B da pele, tipo "da perna™
Linfoma difuso de grandes células B EBV-positivo do idoso
Linfoma difuso de grandes células B associado a inflamacdo cronica
Granulomatose linfomatoide

Linfoma de grandes células B do mediastino (timico)

Linfoma de grandes células B intravascular

Linfoma de grandes células B ALK-positivo

Linfoma plasmabléstico

Linfoma de grandes células B com origem na doenca de Castleman
multicéntrica associada ao HHV-8

Linfoma primério de efusdes

Linfoma de Burkitt

9591/3
9671/3
9761/3
9762/3
9762/3
9762/3
9762/3
9732/3
9731/3
9734/3
8688/3

9699/3
9699/3
9690/3
9690/3
9597/3
9673/3
9680/3
9688/3
9680/3
9680/3
9680/3
9680/3
9766/1
9679/3
9712/3
9737/3
9735/3
9738/3

9678/3
9687/3
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Linfoma de células B inclassificavel, com caracteristicas intermediarias 9680/3
entre 0 LDGCB e o Linfoma de Burkitt (LBI-LDGCB/LB)
Linfoma de células B inclassificavel, com caracteristicas intermediarias 9596/3

entre 0 LDGCB e o Linfoma de Hodgkin

CID-0: Classificacdo Internacional de Doengas — Oncologia
Fonte: adaptado de Zerbini et al. (2011) (17).

2.2.2. LIFOMATOGENESE E SINTOMAS CLINICOS

As neoplasias linfoides B tendem a mimetizar estagios de diferenciacdo da maturacédo
normal (2) e as DLPC-B tem origem em uma desordem no desenvolvimento linfoide (13). A
célula pré-B é a primeira célula comprometida com a linhagem B, ainda ndo possui genes de
imunoglobulina rearranjados. No estagio pré-B, inicia o processo de recombinacdo génica de
imunoglobulina. No estagio de linfocito B ocorre o rearranjo de cadeias leves e a célula passa
a expressar moléculas de imunoglobulina de superficie. Por fim, os linfécitos B maduros
maturam em plasmacitos (18). TranslocagBes cromossdmicas e mutacdes genéticas estdo
frequentemente envolvidas no desenvolvimento destas neoplasias (19). Na figura 2 esta
representado um esquema com a maturacdo linfoide B e alguns marcadores expressos. A
figura 3 apresenta as neoplasias de linhagem B associadas com estagios de diferenciacdo de

células normais.

Célula pro-B Célulapré-B-1  Célula pré-B-II CélulaB CélulaB Plasmaécito
imatura madura
CD34 CD34
TdT TdT (TdT)
cD10"™™ CD10 CD10"
CD19 CD19 CD19 CD19 CD19
CD20™ CD20 CD20
CcD22 cD22 CcD22 cD22 CcD22™
CD45" CD45 CD45™ CD45™ CD45
Cylgu Cylgu Cylg
SmigM SmigM

Figura 2. Esquema com os estagios da maturacéo linfoide B.

O desenvolvimento linfoide B tem inicio a partir da célula-tronco hematopoiética até o linfécito B maduro.
Durante o processo maturativo ocorre alteracdo dos receptores celulares expressos, na figura estdo representados
alguns marcadores imunofenotipicos expressos ao longo do processo. Em uma DLPC-B, a células que se torna
neoplésica é o linfécito B maduro.

Fonte: adaptado de van Lochem et al. (2004) (20).
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Figura 3. Neoplasias de células B e estagios maturativos associados.

A leucemia/linfoma linfoblastico B (LLA B) desenvolve-se a partir de células pré-B e geralmente apresenta
translocacdo BCR-ABL1 ou mutagdes em RUNX1, PBX1, MLL, PTPN11 e RAS. A LLC é uma doenca maligna
indolente e o tipo ndo-mutado desenvolve-se a partir de células B CD5-positivo. O linfoma do manto se
desenvolve de células B maduras circulantes. Diversos tipos de linfoma surgem a partir de subconjuntos de
células B de 6rgdos linfoides secundarios. LZME e linfoma MALT sdo neoplasias indolentes derivadas de
células B da zona marginal. O linfoma folicular, o LDGCB e o linfoma de Burkitt sdo derivados de células B do
centro germinal. A diversidade de linfomas derivados de centro germinal é paralela a diversidade deste
compartimento dindmico, onde ocorre intensa selecdo de células B. Em alguns tipos de LNH B, especialmente
em LDGCB, h& evidéncias de que a sinalizagdo continua do BCR é necessdria para a sobrevivéncia e progressao
do linfoma. A LLC do tipo mutado apresenta evidéncia de hipermutacdo do segmento de gene varidvel de cadeia
pesada de imunoglobulina e pode se desenvolver de células B de memoria derivadas de centro germinal. O
mieloma mdltiplo (MM) é uma neoplasia de células plasmaticas derivadas do centro germinal que persiste na
medula 6ssea.

Fonte: Rickert et al. (2013) (19).

As neoplasias B maduras tém gene de imunoglobulina rearranjado, se caracterizam
pelo aumento e acumulacdo de uma populacdo linfoide monoclonal (3), que geralmente
expressa cadeias kappa ou lambda (na superficie ou citoplasma celular) (1, 21), e possui
vantagem proliferativa e/ou de sobrevivéncia sobre a populacdo normal (22).

Ocorre acumulacdo progressiva das células clonais e seus produtos, causando
linfocitose, infiltragdo da medula 6ssea, aumento de um ou Vvérios outros tecidos (como
linfadenopatias superficiais ou profundas, esplenomegalia e hepatomegalia), e a presenca de
um componente monoclonal sérico (22). Os linfécitos malignos podem infiltrar a medula

Ossea extensivamente, inicialmente causam minimo prejuizo a hematopoiese; porém, com a
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progressao da doenca, podem suprimir a hematopoiese, resultando em uma combinacdo
variada de anemia, trombocitopenia e/ou neutropenia (3).

Os sintomas clinicos mais frequentemente associados a DLPC-B sao febre, sudorese
noturna, perda de peso e anorexia; 0s quais ndo sdo comuns nas doencas de céelulas pequenas
bem diferenciadas, como a LLC e o linfoma linfoplasmacitico (3). A maioria dos pacientes
diagnosticados com linfoma folicular apresenta doenca disseminada e curso clinico indolente
(12). O processo diagnostico geralmente € iniciado a partir da investigacdo de manifestacfes

clinicas ou alteracGes em exames laboratoriais (22).

2.2.3. CLASSIFICACAO E DIAGNOSTICO

A classificacdo de neoplasias linfoides B baseia-se na avaliacdo de parametros
clinicos, morfoldgicos, imunofenotipicos e genéticos (2). Para cada entidade dentre a
categoria de neoplasias linfoides, varios fatores podem influenciar o resultado clinico (9). A
correta identificacdo e classificacdo dos linfocitos neoplasicos sdo necessarias para 0
estabelecimento do diagndstico final (22) e a maioria dos linfomas de células B apresenta um
imunofenotipo caracteristico, o qual é muito Gtil no diagnostico, associado a histdria clinica
do paciente (2, 23).

A imunofenotipagem por citometria de fluxo € um método de analise citoldgica
através de instrumento equipado com laser, que permite a identificacdo, caracterizacéo,
contagem e separagdo fisica de células em suspensdo. Consiste na marcagdo de epitopos na
superficie, citoplasma e ndcleo celular (23, 24). A realizacdo do estudo da medula 6ssea por
citometria de fluxo estd indicada nas seguintes situacGes: citopenias, especialmente
bicitopenia e pancitopenia; leucocitose, incluindo linfocitose, monocitose e eosinofilia;
presenca de células atipicas ou blastos no sangue periférico, medula 6ssea e/ou liquidos
corporais; plasmocitose ou gamopatia monoclonal; organomegalia; e massas teciduais (25).

Uma grande vantagem da citometria de fluxo é a possibilidade de avaliar diversos
parametros em uma Unica célula, como tamanho e granulosidade, além da co-marcacdo de
mais de um antigeno (26). Atualmente, a identificacdo de linfocitos aberrantes baseia-se néo
sO na distribuicdo numérica absoluta ou relativa dentre o total de linfocitos presentes na
amostra, mas principalmente na identificacdo de perfis imunofenotipicos especificos e
considerados “anormais”, os quais podem ser distinguidos dos padrdes normais ou reativos
(22), assim como a identificagdo de clonalidade pela avaliacdo de restricdo de cadeia leve
(25).
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Em 2008 foi publicada a quarta edicdo do The World Health Organization (WHO)
Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues (Classificacdo dos
tumores hematopoiéticos e linfoides de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)),
no qual sdo apresentadas as DLPC-B e os melhores pardmetros pelos quais estas podem ser
diagnosticadas, com a citometria de fluxo apresentando um papel central (2, 17), esta
classificacdo foi utilizada para classificar as DLPC-B incluidas no presente trabalho. Os
distarbios de células plasmaticas sdo considerados como um diagndstico em separado das
neoplasias B maduras pelo EuroFlow, j& que usualmente suas apresentacdes clinicas e
imunofenotipicas sdo diferentes (27). A tabela 2 apresenta um resumo dos critérios

diagnosticos para as principais DLPC-B, de acordo com a classificacdo da OMS (2008).



Tabela 2. Critérios diagnosticos para neoplasias de células B maduras utilizados no presente trabalho.
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Entidade

Morfologia

Imunofendtipo

Anormalidades

citogenéticas

Sinais clinicos

Leucemia linfocitica

crbnica

Leucemia prolinfocitica B

Linfoma de zona marginal

esplénica

Linfoma MALT

Linfoma de zona marginal

nodal

Tricoleucemia

Linfécitos pequenos,
cromatina condensada,
manchas de Gumprecht,
< 55% de prolinfdcitos
> 55% de prolinfécitos

Linfécitos vilosos no
sangue periférico,
histologia tipica no baco
Lesdes linfoepiteliais,
envolvimento de zona
marginal de foliculos

reativos

Células vilosas

Tipico: CD5" CD23"
CD43" CD10  CD20™*°
CD79™®° CD200" slg™*

Variavel, pode se sobrepor

com LLC e linfoma do

manto

CD5 CD23 CD43 CD10

CD103usuaImente negativo

CD5 CD23 CD10
CD103usuaImente negativo

CD5 CD23 CD10
CD103

CD43" em 50% dos casos
Tipico: CD5 CD22""

del(7q)
+3q

t(11;18); t(14;18); t(3;14);
t(1;14); +3
+18

+3
+18
+7

Esplenomegalia

Envolvimento extranodal

Sem envolvimento

extranodal ou esplénico

Esplenomegalia,
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Linfoma linfoplasmacitico

Linfoma folicular

Linfoma do manto

Linfoma difuso de grandes

células B

Linfoma de Burkitt

Linfocitos pequenos,
linfocitos plasmocitoides,
plasmacitos

Padrao de crescimento

folicular

Proliferacao difusa de
linfocitos grandes

Citologia e histologia
tipicas: citoplasma
marcadamente basofilico,
nucleo arredondado,
células monomorficas de

tamanho médio

CD123"CD11c¢" CD20""
CD25" CD200™"

CD5 CD23 CD10
CD103

Plasmacitos clonais

CD5 CD43 CD10" Bel-6*

CD5 CD23 0 cp43*
CD200 Bcl-6"slg™"

Variavel. CD5" em 10%
dos casos

CD10" em 30% a 60% dos
casos

CD10"CD38" CD43"
CD200

del(6q)

t(14;18)(932;921)/IGH-
BCL2 em 80% a 90% dos
casos

t(11;14)g13;032 — leva a
expressao aberrante de
ciclina D1
Anormalidades 3q;
t(14;18); Rearranjo myc

Rearranjo myc

pancitopenia

IgM monoclonal

Esplenomegalia (80% dos

casos)

Fonte: adaptado de Béttcher et al.(2010), Craig et al. (2008),Hoffman (2013), Li et al. (2015)(12, 13, 15, 25, 27).
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2.2.4. TRATAMENTO

O tratamento depende do tipo de DLPC-B e extensdo da doenca, entre outros fatores;
se da pelo uso de agentes quimioterapicos (quimioterapia curativa e paliativa), radioterapia,
anticorpos monoclonais ou realizacdo de esplenectomia (28). O advento de novos agentes
terapéuticos tem melhorado o prognostico de muitos pacientes, 0s quais dependem
principalmente do tipo de neoplasia, deste modo o diagndstico correto apresenta importancia
adicional na otimizagdo do cuidado com o paciente (27).

O tratamento de neoplasias hematolégicas com anticorpos monoclonais apresenta
menor toxicidade, j& que é direcionado as celulas doentes. Estas drogas eliminam as células
neoplasicas mediante diversos mecanismos, como inducdo de apoptose, inibicdo do
crescimento celular, citotoxicidade mediada pelo sistema complemento, citotoxicidade celular
dependente do anticorpo e sensibilizacdo a radioterapia ou quimioterapia. Para o tratamento
de DLPC-B séo utilizados anticorpos contra CD20 (rituximab, ibritumomab tiuxetan, zevalin,
tositumomab e ofatumumab) e CD52 (alemtuzumab) (29). Inibidores da sinalizacdo via BCR

foram desenvolvidos contra varios componentes da via, como BTK (ibrutinib) (30).

2.3. TIROSINA QUINASE DE BRUTON

BTK, uma tirosina quinase nao-receptor cuja fungéo € critica para o desenvolvimento,
diferenciacdo e sinalizagdo nos linfocitos B; tem expressdo em quase todas as células
hematopoiéticas, ndo sendo expressa por linfocitos T (30-32). E um membro da familia de
quinase Tec e tem papel essencial na sinalizagdo via BCR (30-32), j& que a ligacdo de
imunoglobulina a membrana celular do linfdcito B leva a sua fosforilacdo e ativacdo catalitica
(33). O gene que codifica BTK possui 19 éxons e localiza-se no brago longo do cromossomo
X (Xg22) (34, 35). Mutagdes neste gene causam a agamaglobulinemia ligada ao cromossomo
X (XLA, do inglés X-linked agammaglobulinemia), que resulta em marcada diminuicdo da
funcdo e quantidade de linfocitos B, devido a falha no processo maturativo durante a transicéo
do progenitor linfoide B para célula B madura (36, 37).

BTK é composta por diversos dominios: PH (Pleckstrin homology) é o dominio N-
terminal, seguido por TH (Tec homology), SH3 (Src homology 3), SH2(Src homology 2) e um
dominio tirosina quinase catalitico em C-terminal. BTK interage com diversos reguladores da
transcrigdo, induzindo sua atividade (31). Na figura 4 estd esquematizada a estrutura da

proteina com os dominios.
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Btk protein

pY223 pY551
.. TH A 4
1 PH BH | PPR SH3 SH2 TK 659
Y ) 4 L4
ps21 || ps115 pS180

Figura 4. Representacdo esquematica dos dominios da BTK.
Dominios PH, TH (formado por BH [Btk homology region] e PRP [polyproline region]), SH3, SH2 e TK. Os

sitios de fosforilagdo regulatoria estdo marcados por setas: em vermelho estdo representados as fosfotirosinas
pY223 e pY551, e em azul estdo representadas as fosfoserinas pS21, pS115 e pS180.
Fonte: Mohamed (2009) (31).

2.3.1. BTK E A SINALIZACAO VIA RECEPTOR DE CELULAB

Cada linfécito B expressa cerca de 200.000 BCR idénticos e a ligacdo de antigeno
ativa a cascata de sinalizacdo (38). A estimulacdo antigénica do BCR é importante para a
selecdo, proliferacdo, maturacdo, diferenciacdo e producdo de anticorpos pelo linfécito B
normal, além de ter sido identificada como mecanismo patoldgico central em diversas DLPC-
B, sendo necessaria para o desenvolvimento destas neoplasias (39, 40). A sinalizacdo via
BCR leva a diversas respostas celulares, as quais dependem do estagio de diferenciacdo
celular e de estimulos extracelulares — a ativagdo da célula B madura ativa uma resposta
proliferativa/mitogénica (41), enquanto na célula B imatura, resulta em inibicdo do
crescimento (42).

A sinalizacdo via BCR pode ser dividida em dois tipos principais: sinalizacao ténica
ou antigeno independente e sinalizacdo mediada por antigeno, as quais sdo importantes para
manutencdo e sobrevivéncia do linfocito B normal (43). Em células B normais, a sinalizacéo
via BCR geralmente é dependente de antigeno. Acredita-se que uma via de sinalizacéo tonica
hiperreativa seja um fator contribuinte para a formacéo de neoplasias linfoides B, criando um
microambiente propicio ao desenvolvimento tumoral (44).

BCR é um complexo de sinalizagdo multimérico composto por uma imunoglobulina
transmembrana de superficie associada com cadeias IgA (imunoglobulina A - CD79a) e IgB
(imunoglobulina B - CD79b) (45). Nas células B normais a ligacdo de antigeno ao BCR inicia
a sinalizag&o por meio da ativacdo de um imunorreceptor em CD79b, o qual leva a agregagéo
do BCR e fosforilagdo do motivo de ativagdo baseado em tirosina (ITAM, do inglés tyrosine-
based activation motifs) na porcéo citoplasmatica de CD79a e CD79b (46). Esta fosforilacdo

leva ao recrutamento do signalosomo, que inclui proteinas adaptadoras e quinases, como a
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tirosina quinase esplénica (SYK, do inglés spleen tyrosine kinase), LYN — e até certo ponto da
proteina associada a cadeia { de 70 kDa de massa molecular (ZAP-70, do inglés {-chain-
associated protein kinase of 70 kDa) — e a ativacdo de BLNK (proteina ligante de células B,
do inglés B-cell linker protein) e proteina fosfolipase C gama 2 (PLCy2, do inglés
phospholipase C gamma 2). LYN prove continuagdo da amplificagdo por meio da formagéo
de complexos com moléculas co-estimulatorias que reduzem o limiar para ativacdo da célula
B. SYK ¢é responsavel pela fosforilacdo de CD79a e CD79b — a fosforilacdo do ITAM destas
recruta SYK e este é ativado pela fosforilagdo de mdaltiplas tirosinas por LYN e por auto-
fosforilagdo. SYK propaga o sinal via fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K, do inglés
phosphoinositide 3-kinase) 6, a qual media converséo defosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2,
do inglés phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate) para fosfatidilinositol 4,5-trifosfato (PIP3, do
inglés phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate) (43, 44, 47).

BTK tem localizagdo citosdlica e é recrutada para a membrana por interacdo do
dominio PH com PIP3 (48). A ativacdo de BTK requer sua fosforilagdo no dominio catalitico
por SYK e/ou LYN (dominio quinase na tirosina 551) (49), que induz sua autofosforilacdo na
tirosina 223 do dominio SH3 (41). BTK fosforilada recruta BLNK e PLCy2 para a membrana
celular, onde ocorre a fosforilagdo de ambas (50). BTK transmite e amplifica o sinal via
fosforilagdo de PLCy2, iniciando a sinalizacdo ajusante (51). Uma vez ativada, PLCy2 catalisa
a producdo dos segundos mensageiros inositol trifosfato (IP3, do inglés inositol
trisphosphate) e diacilglicerol (DAG, do inglésdiacylglycerol), o primeiro regula o influxo de
Ca"" e o segundo ativa isoenzimas proteina quinase C (PKC, do inglés protein kinase C) B,
criticas para a expressdo de fatores de transcricéo (52).

A sinalizagdo por BCR leva a ativacdo de diversos fatores de transcrigdo, como
Aiolos, MAP quinase, fator nuclear de células T ativadas (NFAT, do inglés nuclear factor of
activated T-cells) e fator nuclear kappa B (NF-kB, do inglés nuclear factor kappa B) (53);
estes dltimos regulam os padrdes de expressdo génica que controlam a proliferagdo,
diferenciacdo e funcédo celular, incluindo a producéo de anticorpos (31, 43, 44, 54-56); uma
variedade de fatores de transcri¢éo € ativada por meio destas vias e, eventualmente, as células
sofrem adaptacdo metabdlica, resultando em proliferacdo celular aumentada, sobrevivéncia e
diferenciacdo em plasmocitos ou linfocitos B de memdria, bem como na producdo de
anticorpos (57). BTK regula a sobrevivéncia da célula B por meio da regulacéo direta da via
classica de NF-xB via BCR e receptor de fator ativador de células B (BAFF-R, do inglés B-
cellactivating factor receptor), bem como induzindo a expressao de componentes da via

alternativa para ativacdo sustentada de NF-xB em resposta ao fator ativador de células B
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(BAFF, do inglés B-cell activating factor) (58). Nas células B, BTK e a PLCy2 medeiam a
adesdo e migracdo controladas por citocinas, as quais tém papel importante no
desenvolvimento e funcdo celulares, bem como na patogénese de neoplasias linfoides B,
doencas inflamatorias cronicas e doengas autoimunes (59).Na figura 5 estd exemplificada a

sinalizacéo via BCR.

B cell receptor

Cell membrane

ﬁ —> Cell-Fate decisions\
u

Figura 5. Esquema da sinalizagéo via BCR.

A ligacdo de antigeno ao BCR inicia a transducdo de sinal mediada por quinase, resultando na ativacdo de
mensageiros secundarios — incluindo BTK - €, ao final do processo, na transcricdo de fatores que regulam o
destino da célula.

Fonte: Aalipour (2013) (44).

A autofosforilacdo de BTK na tirosina 551 pode aumentar sua atividade enzimatica
(60). A fosforilacdo na tirosina 223 apresenta pequena influéncia na atividade catalitica,
porém aumenta a afinidade de ligacdo a Syk e previne a ligacdo a proteina WASP (do inglés
Wiskott Aldrich syndrome protein) (61). Acredita-se que o dominio SH3 tenha fungéo
regulatéria da atividade de BTK por meio da ligacdo a proteinas reguladoras ou dobramento
interno (62). Durante o desenvolvimento linfoide B, BTK apresenta funcdo parcialmente
independente de sua atividade catalitica, possivelmente atuando como uma molécula
adaptadora (61).
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A maioria das proteinas identificadas como reguladoras da atividade de BTK parecem
ser reguladoras negativas. A proteina Sab (proteina ligadora do dominio SH3 que
preferencialmente se associa com BTK, do inglés SH3 domain-binding protein that
preferentially associates with BTK) se liga a BTK e promove regulacdo para baixo de sua
atividade quinase (32). A PKC B exerce regulagdo negativa por meio da fosforilacdo de um
residuo de serina na posicdo 180 do dominio TH, levando a alteracdo da localizacdo de BTK
na membrana celular (63). IBTK (inibidora de BTK) se associa a BTK e diminui sua
atividade de quinase. Nas serinas 21 e 115 estdo presentes residuos conservados em que se
acredita que haja ligacdo de Pinl (proteina que interage com NIMAL, do inglés protein
interacting with NIMAL), a qual poderia modular a atividade quinase de BTK por meio de
alteracdo conformacional ou desfosforilacdo da ultima. PKC 6 parece ter funcdo de ativar
BTK (31, 55).

Estudos recentes demonstram um envolvimento de BTK em muitas vias de sinalizacéo
além da via a jusante de BCR (64). Na célula B, BTK participa da transducdo de sinal em
resposta a virtualmente todos os tipos de estimulos extracelulares, os quais sdo transmitidos
via receptores de fator de crescimento, receptores de citocinas, receptores acoplados a
proteina G, receptores de antigenos e integrinas (65).

BTK ¢ expressa em outros tipos celulares, como mastdcitos, mondcitos, macréfagos,
osteoclastos, plaquetas, células dendriticas, celulas de linhagem eritroide, neutréfilos,
basofilos, células primarias neuronais, células hematopoiéticas multipotentes e células-tronco.
Na maioria das células em que € expressa, BTK tem papel fundamental na sinalizacdo apos
acoplamento de receptor, podendo ser ativada via BCR em células B ou por outros receptores
nos demais tipos celulares (66, 67).

BTK foi identificada como tendo funcdo anti-apoptética em células linfoides B,
apresentando funcdo pré-apoptotica quando as células B sdo expostas a intermediarios
reativos do oxigénio. A apoptose inadequada pode estar relacionada ao desenvolvimento e
resisténcia a drogas de leucemias e linfomas B, deste modo, o controle da apoptose torna-se
um alvo importante para tratamento destas neoplasias. Sendo assim, inibidores de BTK
apresentam potencial de aumentar a sensibilidade a farmacos de células neoplésicas que
expressam esta proteina (68).

Althubitiet al. (2016) demonstraram o envolvimento de BTK na via p53 como
moduladora de atividade. BTK tem atividade como estabilizador dos niveis da proteina p53
em diferentes modelos celulares, levando a um aumento da fosforilacdo de p53 na serina S15,

sendo assim, BTK apresentam papel pro-apoptotico e anti-proliferativo e estad envolvida na
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resposta de danos ao DNA, paradoxalmente tendo papel nas vias de supressdao tumoral em
contraposicdo a sua participacdo nas vias de sinalizacdo oncoldgica em neoplasias
hematoldgicas. Desta forma, BTK apresenta diferentes funcdes, dependendo do contexto
celular, as quais incluem vias pré-sobrevivéncia em células B e sinalizacdo para morte celular
em células epiteliais danificadas (69).

Ng et al. (2004) avaliaram células linfoides B de pacientes com XLA quanto a
producdo de anticorpos. Nas células com auséncia de BTK funcional, cerca de metade dos
anticorpos expressos foram altamente polirreativos e autorreativos, indicando que BTK tem
papel na remocdo de células linfides B autorreativas em humanos (70).

Como a maioria das DLPC-B expressa imunoglobulinas de superficie, a expressdo e
sinalizacdo funcional de BCR tem importancia em algum ponto da formacdo da neoplasia
linfoide B (13, 30, 32). Mesmo apds a célula tornar-se maligna, o0 BCR mantém sua
capacidade de reconhecimento/sinalizacéo (71), sendo que a sinalizacdo via BCR é necesséaria
para a progressao da doenca na LLC, linfoma do manto, linfoma folicular e alguns tipos de
LDGCB (72). Acredita-se que diferencas na ativacdo da sinalizacdo via BCR entre 0s
individuos possam ser responsaveis pela variacdo na apresentagdo clinica das DLPC-B (4). A
via de sinalizacdo de BTK é uma das vias mais desreguladas nas linfoproliferagdes B maduras
e esta induz diversos processos necessarios para o crescimento, sobrevivéncia e proliferacdo

da célula neoplésica (73).

2.3.2. ESTUDOS AVALIANDO A EXPRESSAO DE BTK

De Weers et al. (1993) avaliaram a expressdao de BTK por northern blotting em
células linfoides B — incluindo precursores B, células de LLA B e plasmocitomas — e
identificaram a expresséo de BTK em hematogbnias mesmo antes de ocorrer o rearranjo
génico de imunoglobulinas ou cadeias leves, bem como uma diminuicdo da expressao durante
a transicao de linfocito B maduro para plasmacito (74).

No estudo de Genevier et al. (1994) foram avaliadas a expressdo génica (MRNA) e
proteica de BTK em linhagens celulares linfoides B e mieloides normais, bem como em
linhagens celulares derivadas de pacientes com XLA. Os autores identificaram expresséo de
mMRNA por northern blot nas células B e mieloides, inclusive nas linhagens de células B
XLA, enquanto que em linfécitos T e plasmdcitos os transcritos foram indetectaveis. A
expressdo proteica foi identificada em todas as células de linhagem B e mieloides normais,
ndo foi identificada expressdo proteica nas células de linhagem T e em uma linhagem de

células XLA, uma linhagem de células XLA apresentou expressdo de BTK em niveis
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reduzidos, e a expressdo proteica de BTK também foi identificada em células B tonsilares
normais e mondcitos de sangue periférico de adultos saudaveis (75).

A expressdo génica de BTK foi avaliada no trabalho de Smith et al. (1994). Células de
linhagem mieloide e linfoide B apresentaram alta expresséo de mRNA de BTK, assim como
linhagens de mastacitos, linfoma de Burkitt, LLC e eritroleucemia. Células de linhagem T e
plasmocitaria apresentaram niveis baixos a indetectaveis de mRNA de BTK (76).

Nisitani et al. (2000) avaliaram a expressdao de BTK em células hematopoiéticas de
camundongos ao longo do desenvolvimento. Os autores identificaram expressdo da proteina
em todas as linhagens celulares, com excecdo de linfdcitos T. Células-tronco hematopoiéticas,
células progenitoras linfoides comuns, e células B e mieloides em desenvolvimento
apresentaram expressdo de BTK em niveis comparaveis. Os linfocitos B em repouso de sitios
periféricos (linfonodos, bago e peritdnio) apresentaram expressdo de BTK significativamente
inferior em relacdo as células derivadas da medula 6ssea (77).

Existem poucos estudos investigando a expressdo de BTK por citometria de fluxo. A
maioria dos trabalhos avaliou a expressdo de BTK em mondcitos de pacientes com suspeita
de XLA e seus parentes, de modo a identificar presenca e/ou auséncia de expressdo protéica
(78-89). Na figura 6 estéo representados histogramas com expressdo de BTK em mondcitos.

Doador normal Paciente com XLA Portadora de XLA

L

10° 10° 10* 10° 10° 10! 10° 10° 10° 10! 10° 10°

Figura 6. Representacdo de resultados da analise da expressdo de BTK em mondcitos
por citometria de fluxo.

O doador normal apresenta alta expressdao de BTK (linha solida) em relagdo ao controle negativo (linha
tracejada). Os mondcitos do paciente com XLA nédo tém expressdo de BTK. A portadora de XLA apresenta
expressdo com padrdo bimodal.

Fonte: adaptado de Hashimoto (1999) (81).



36

Gaspar et al. (1997) avaliaram a expressdo e atividade proteicas de BTK em pacientes
com XLA e controles, os autores concluiram que a estas caracteristicas ndo podem ser
preditas a partir do defeito genético (90). No estudo de Futatani et al. (2001) foi detectada
expressdo de BTK em plaquetas de doadores saudaveis; nas plaguetas da maioria dos
pacientes com XLA a expressdo foi diminuida ou ausente; e as mulheres portadoras de XLA
apresentaram plaquetas normais e com auséncia de expressdo de BTK — sugerindo uma
inativacdo aleatdria do cromossomo X em megacariocitos (91).

A expressdo de BTK foi avaliada com imunofenotipagem por citometria de fluxo em
linfocitos B de pacientes com artrite reumatoide e controles saudaveis, ndo sendo detectada
diferenca na expressdo entre os grupos (92).

Corneth et al. (2017) avaliaram a expressdao de BTK em linfécitos B de doadores
normais e pacientes com doencas autoimunes (artrite reumatoide e sindrome de Sjogren
priméria). O nivel de BTK apresentou associagdo com o nivel de BTK fosforilada (pBTK) em
Y551. Foi identificada diferenca na expressdo de BTK nas subpopula¢des de linfocitos B dos
doadores saudaveis: as células B de memdria ndo comutadas apresentaram expressdo mais
forte do que as células B naive e células B de memoria comutadas, sugerindo que os niveis de
BTK sofrem regulagdo durante a diferenciagdo e aumentam em subtipos celulares com
funcdes fisioldgicas especificas. Dentre o total de células B dos pacientes, foram identificados
niveis significativamente maiores de BTK em pacientes com artrite reumatdide e anticorpos
antipeptideo citrulinado positivo em relagdo aos controles sadios e pacientes com anticorpos
antipeptideo citrulinado negativo. No grupo de pacientes com sindrome de Sjogren priméria
também foi identificada expressdo aumentada de BTK em varios subtipos de células B em
relacdo ao grupo controle (93).

Kong et al. (2017) utilizaram citometria de fluxo para avaliar a expressdo de BTK em
células B de pacientes saudaveis em comparacao a pacientes com lUpus eritematoso sistémico
(LES). Apesar de uma fraca marcacgéo intracelular de BTK, os autores identificaram maior
expressao da proteina nos linfocitos B de sangue periférico dos pacientes com LES. Os
autores relatam baixo percentual de células positivas para BTK (2-4%), fato explicado pela
técnica de marcacdo citoplasmatica utilizada. Na avaliagdo por imunohistoquimica e
imunofluorescéncia, foi detectada maior expressdo de BTK em glomérulos de pacientes com

nefrite lGpica em comparacao aos controles saudaveis (94).
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2.3.3. BTK, DOENCAS LINFOPROLIFERATIVAS CRONICAS DE LINHAGEM B E
INIBIDORES

No estudo de Ferndndez-Vega et al. (2015) foi avaliada a expressdo de BTK em
tecidos linfoides normais e reativos, bem como em amostras de LNH B. A expresséo de BTK
apresentou padrao diferenciado de acordo com a camada avaliada nas amostras de amigdalas
e baco, variando de fraco a forte nas células linfoides B. A maioria dos linfomas avaliados
apresentou expressao forte de BTK, entretanto, alguns casos de linfoma folicular grau IllI,
LDGCB e tricoleucemia apresentaram marcacao imunohistoquimica fraca ou negativa (95).

O nivel de pBTK basal em células de linfoma folicular mostrou-se similar ao de
linfécitos B de sangue periférico de voluntarios saudaveis. A sinalizacdo mediada por BCR,
avaliada pela fosforilacdo de BTK, Syk e p38, ocorreu mais rapido e apresentou maiores
niveis por células nas células de linfoma folicular em comparagdo as células normais,
indicativo de sinalizacdo via BCR aumentada (96).

No estudo de Krysiaket al. (2017) foi avaliada a presenca mutacdes no gene BTK em
células de linfoma folicular de pacientes com baixo risco (assintomaticos), estas mutacdes
foram identificadas majoritariamente no dominio tirosina quinase (97). A hiperexpressao
génica de BTK (cerca de nove vezes) ja foi relatada em casos de linfomas de Burkitt
pediatricos (98).

O potencial de BTK como alvo terapéutico é suportado pelo fendtipo clinico de
pacientes com XLA, em que a falta de BTK funcional é tanto ndo letal, quanto seletiva para
apenas células B em relacdo as células T (44). Na avaliacdo de um modelo animal de LLC foi
identificado que a expressdo de BTK é necessaria para a formacao do tumor, ja que nenhum
dos animais deficientes em BTK desenvolveu a doenca (99).

A sinalizagdo via BCR vem sendo extensamente estudada como alvo terapéutico em
diversos estudos clinicos com portadores de DLPC-B e outras doencas (72, 100). Na
literatura, estdo publicados dados de varios inibidores de BTK que variam em especificidade e
mecanismo de ligacdo: spebrutinib (CC-292) (101), ONO-WG-307, LFM-A13, dasatinib,
ibrutinib (PCI-32765) (44), acalabrutinib (ACP-196) (102, 103), ONO/GS-4059 (104), BMS-
986142 (105), PRN1008 (106), GDC-0834, RN-486, HM-71224, CGI-560, CGI-1746, CNX-
774 e LFM-A13. A maioria dos inibidores esta em investigacao pré-clinica e clinica (107).

Uckun et al. (2002) avaliaram os efeitos in vivo da administracdo de LFM-A13 em
camundongos. Os autores obtiveram inibigéo altamente eficaz de BTK com uma concentragdo
plasmética de LFM-A13 capaz de promover apoptose sem evidéncia de toxicidade. A droga

foi capaz de prolongar a sobrevida de camundongos quando usada em associacdo com
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tratamento quimioterapico tradicional, corroborando a hipdtese de que BTK esta envolvida na
resisténcia a quimioterapia de células leucémicas de linhagem B (108).

No estudo de Evans et al. (2013), foi avaliado o efeito de CC-292 sobre BTK. CC-292
inibe de modo irreversivel a autofosforilacdo de BTK na Y223 e a fosforilacdo de PLCy2,
bem como a ativacdo da via de sinalizagdo a jusante. A ocupagdo de BTK em células B
humanas se correlaciona com a inibicéo da sinalizacao e proliferacao celular (109).

Ibrutinib (PCI-32765) é um potente inibidor seletivo e irreversivel de BTK, liga-se
covalentemente a C481 no sitio ativo da proteina, resultando na inibicdo da sinalizacdo a
jusante — blogueia a fosforilagéo, a atividade de quinase e inibe seletivamente a ativacdo de
linfécitos B (110, 111). lbrutinib foi inicialmente aprovado pela FDA (do inglés Food and
Drug Administration) para o tratamento de linfoma do manto, sendo também liberado para o
uso em pacientes com LLC e linfoma linfoplasmacitico (112, 113). No estudo de Honigberg
et al. (2010), ibrutinib apresentou eficacia em linfocitos B humanos maduros, bem como em
modelos animais de artrite, lGpus e linfoma de células B (114). A inibicdo de BTK por
ibrutinib prejudica a adesdo controlada por BCR e por citocinas, bem como a migracdo de
células de LLC, levando a diminuicdo da linfadenopatia e linfocitose (transiente), o que
resulta em redugdo tumoral e torna as celulas leucémicas mais acessiveis e vulneraveis a
tratamento com quimioterdpicos e anticorpos monoclonais (115, 116). Os linfdcitos
neoplasicos saem da medula 6ssea e dos linfonodos e ocorre linfocitose transitdria - uma vez
fora do microambiente protetor, os linfocitos doentes estdo susceptiveis a apoptose e a morte
celular induzida por outras drogas (117). Ibrutinib induz a ativacdo da via da caspase e
depende desta ativacdo para induzir a apoptose em células de LLC, a apoptose pode ser
induzida por diversos estimulos externos quando ocorre a inibicdo de BTK (118). Em
pacientes com linfoma do manto, a atividade de BTK € necessaria para 0 homing das células
leucémicas e sua inibicéo leva ao egresso destas ao sangue periférico (119).

Herman et al. (2011) avaliaram a expressao de BTK em células de LLC por técnica de
immunoblot. Os autores demonstraram que a expressao proteica de BTK nos linfécitos de
LLC é varidvel e ndo se relaciona a diferentes variaveis clinicas, como idade, sexo,
tratamentos anteriores, estado mutacional da regido variavel da cadeia pesada de
imunoglobulina (IGHV, do inglés immunoglobulin heavy chain variable region), expresséo
de ZAP-70 e aberracdes genéticas especificas. A expressdo de mRNA nas células de LLC foi
similar entre os pacientes avaliados, com expresséo significativamente superior a observada
em linfocitos B de doadores normais. No mesmo estudo, foi demonstrado que ibrutinib

promove a apoptose, inibe a proliferacdo e impede as celulas de LLC de responderem a
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estimulos de sobrevivéncia providos pelo microambiente. Apesar das diferencas na expressao
proteica de BTK, ndo houve correlacdo desta com a resposta ao inibidor ibrutinib (118).

Cheng et al. (2013) avaliaram linfécitos de sangue periférico de pacientes com LLC
sem tratamento quimioterapico prévio, incluidos no estudo clinico continuo de fase 1b de
ibrutinib. A avaliacdo de BTK total por técnica de western blotting ndo revelou diferenca
entre a expressdo de células de LLC e células B normais, entretanto, houve maior atividade de
BTK (pBTK em Y223) nas células leucémicas. Apos inicio do tratamento com ibrutinib, foi
identificada diminuicao da fosforilagdo de BTK em Y233 no dia 28 (120). Em outro estudo, a
expressdo de pBTK em Y223 apresentou-se diminuida na avaliagdo de amostras de pacientes
com LLC em uso de ibrutinib por seis meses. A expressao génica de BTK nos mesmos
pacientes ndo apresentou alteracdo significativa em decorréncia do tratamento (121).

Guo et al. (2016) avaliaram a expressdo de BTK e pBTK em amostras de LLC com
IGVH mutada e ndo-mutada por técnica de immunoblotting. A quantidade de BTK total foi
comparavel entre os grupos. A expressdo de pBTK em Y223 foi superior nas células de LLC
com IGVH ndo-mutada. A expressdo de pBTK apresentou correlacao linear com a capacidade
proliferativa (122).

Na avaliacdo de pBTK em culturas de células de linfoma do manto, foi identificada
uma diminuic¢éo na fosforilagdo em Y223 de BTK 24 horas apds o tratamento das células com
ibrutinib, além de uma reducdo dose-dependente na viabilidade celular e inducao de apoptose.
Neste mesmo estudo foi avaliada a expressio de BTK em linfoma do manto por
imunohistoquimica, a expressdo de BTK foi forte nas camadas de tecido linfoide reativo, com
expressao mais baixa nas células centro germinais e a presenca de algumas celulas individuais
espalhadas nas areas interfoliculares. A reatividade a proteina BTK foi alta a moderada nas
células de linfoma do manto, com marcacao difusa no citoplasma e membrana celulares (123).

A expressdo de BTK em células priméarias de linfoma do manto, avaliada por
imunoblotting, demonstrou-se similar a expressdao em células B do sangue periférico de
doadores saudaveis. Entretanto, a expressdao de pBTK em Y223 foi superior nas células de
linffoma do manto em comparacdo a células B em repouso, indicando que BTK €
constitutivamente ativada nas células neoplésicas (124).

No estudo de Zheng et al. (2014) foi avaliada a expresséo basal de BTK em linhagens
celulares de LDGCB tipo GCB. A expressao a nivel proteico e de mRNA foi superior a de
células Jurkat (linhagem T). A expressdo de pBTK também foi elevada nas células
linfomatosas. As células de LDGCB apresentaram expressdes de BTK similares entre si
(125).
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Na avaliacdo do efeito de bortezomib (inibidor de proteossoma) e ibrutinib, usados
individualmente ou em conjunto em culturas de células de LDGCB, houve um maior aumento
da morte celular das células alvo e pouca toxicidade para células CD34-positivo quando as
drogas foram usadas em conjunto. Neste mesmo estudo, foi identificado que nas primeiras 24
horas de exposi¢do a combinacdo de drogas, ocorre dano mitocondrial, ativacdo de caspases,
diminuicdo na expressdo de proteinas anti-apoptdticas, aumento de dano ao DNA e reducéo
de fosfo-AKT em células de LDGCB e linfoma do manto. Também foi identificado que a co-
administracdo das drogas é eficaz na inducdo de morte celular de linhagens resistentes ao
bortezomib, com efeitos similares aos observados em outras culturas celulares (126).

No estudo de Sivina et al. (2014) foi avaliada a expressdo de BTK em células de
tricoleucemia por immunoblotting (BTK total e pBTK). A expressao foi detectada em nove
amostras, sendo que os niveis de pBTK apresentaram aumento apds estimulacdo com
imunoglobulina e diminuigdo apds pré-incubacdo com ibrutinib. Também foi identificada

fosforilagéo constitutiva nas células avaliadas (127).

2.4. Ki-67

O antigeno Ki-67 foi originalmente definido pelo protétipo do anticorpo monoclonal
Ki-67, gerado por Gerdes et al. em 1983 através da imunizacdo de camundongos com ndcleos
de células de linfoma de Hodgkin (linhagem celular L428). O nome é derivado da cidade de
origem (Kiel, Alemanha) e do numero do clone na placa de 96 pocos. O anticorpo Ki-67
original apresentava como desvantagem o fato de ndo poder ser utilizado em sec¢des de
parafina fixadas em formalina, MIB-1 é equivalente ao anticorpo monoclonal Ki-67 e pode
ser utilizado nestes casos (128).

Ki-67 foi identificado como uma proteina em 1991. O antigeno é uma proteina néo-
histona de ligacdo ao DNA situada dentro dos componentes fibrilares densos do nucléolo, no
nucleo celular (129-131). O gene da proteina Ki-67 tem 15 éxons e 14 intros, localiza-se no
cromossomo 10g25-ter (132). Apds a transcricdo e processamento, sdo geradas diversas
variantes proteicas, dentre as quais duas formas mais proeminentes, com massas de
aproximadamente 345 kDa e 395 kDa (133, 134). A proteina apresenta meia-vida de 60-90
minutos (135, 136).

Ki-67 esta presente nas células em processo de divisdo celular (células normais ou
neoplésicas) e ausente nas células quiescentes; contribuindo para a regulacdo do ciclo celular
(129, 130, 137, 138); e sofrendo modificagbes por vias de sinalizacdo reguladas pelo ciclo

celular — sua fosforilacdo é precisamente regulada durante a meiose e coincide com
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importantes check points durante a mitose (133, 139). Nos nucleos em interfase, esta proteina
localiza-se em locais de heterocromatina altamente compactada (140, 141). Sendo assim, Ki-
67 € um excelente marcador para estabelecer a fracdo de crescimento de uma populacédo
celular em determinado momento (142). A figura 7 demonstra a distribuicdo da proteina Ki-

67 durante as diferentes fases do ciclo celular.

Interfase Anafase

Profase Telofase

Metafase Inicio de G1

Figura 7. A distribuicdo da proteina Ki-67 durante as diferentes fases do ciclo celular.

Durante a interfase hd uma marcagéo intensa da proteina Ki-67 na periferia dos nucléolos (setas), uma menor
intensidade de colora¢do ao longo do nicleo e pequenos pontos nucleoplasméticos. Durante a profase, a proteina
se dispersa dos nucléolos para 0os cromossomos condensados, ainda ha, entretanto, uma intensa marcacdo das
regifes que contém RNA e que podem representar nucléolos se dissociando (setas). Na metafase e na anafase a
marcacao de Ki-67 contorna as regiGes pericromossdmicas. Durante a tel6fase, a proteina Ki-67 esté localizada
nos nucleos recém-formados, constituindo varios pontos nucleares pequenos. No inicio de G1 os pontos
nucleares de Ki-67 ainda estdo presentes, quando as células procedem a reorganizacdo do nicleo. Regides de

acimulo de RNA (setas) ja estdo visiveis e podem indicar um nucléolo se formando novamente. As imagens
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mostram secdes intermedidrias Opticas obtidas por microscopia confocal de varredura a laser de células HelLa
coradas com anticorpo MIB-1e iodeto de TOTO-3 (marcacdo de RNA e DNA).
Fonte: Adaptado de Endl (2000) (133).

Tem sido evidenciada uma correlacdo positiva entre expressao de Ki-67/MIB-1 e grau
histologico em neoplasias humanas (132). Alguns estudos sugerem que tumores com menores
indices proliferativos podem apresentar menor sensibilidade a quimioterapia (143); outros
autores especulam que uma alta expressdo de Ki-67 associa-se a piores progndsticos devido
ao re-crescimento tumoral e maior probabilidade de ocorréncia de novas mutagdes; e ainda ha
0s que propdem que um alto indice proliferativo possa estar relacionado a maior sensibilidade
a quimioterapia e melhor resposta ao tratamento (144). O tamanho nuclear também ja foi
associado com a atividade proliferativa: células positivas para Ki-67 apresentam uma &rea
nuclear 1,95 vezes maior do que células negativas para Ki-67 (145). Ki-67 é um marcador
confiavel de atividade proliferativa em neoplasias hematoldgicas e ndo hematoldgicas, sua
expressao pode ser avaliada por imunohistoquimica ou imunocitoquimica (células ou tecidos
fixados), ou ainda por citometria de fluxo (amostras com células em suspensédo) (129, 144,
146).

No estudo de Pellegrini et al.(1995) foi avaliada a atividade proliferativa em biopsias
de medula d6ssea normais através de marcacdo imunohistoquimica dupla. Foi identificada
atividade proliferativa na vasta maioria dos agregados eritroides (>70% de células positivas);
o percentual de promieldcitos e mieldcitos em areas paratrabecular e perivascular com
expressdo de Ki-67 variou de 15% até 80%, sendo que os mieloblastos apresentaram
negatividade para o marcador; a série megacariocitica apresentou positividade nos lobos
nucleares em 10% a 25% das células; e os plasmdcitos perivasculares maduros nao
apresentaram positividade para Ki-67 (147).

Para pacientes com linfoma, a determinacéo de indices proliferativos apresenta valor
prognostico e informacdes independentes de outros parametros clinicos e histologicos.
Linfomas podem ser diferenciados com base em sua atividade proliferativa. E possivel separar
linfoma priméario — ou linfoma de novo — em dois grupos: crescimento baixo (linfomas
indolentes) e crescimento alto (linfomas agressivos) (9).

A maioria dos estudos de Ki-67 em DLPC-B na literatura apresenta avaliacdo por
técnica de imunohistoquimica ou imunocitoguimica. Uma das principais dificuldades do
estudo preciso de proliferacdo de células tumorais por estas metodologias é a presenca de

celulas reativas ndo malignas intercaladas entre as células neoplésicas — o indice proliferativo
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em neoplasias linfoides depende tanto da atividade proliferativa das células neoplasicas
quanto do percentual de células neoplésicas presentes no material avaliado (9). Além disso, o0s
resultados sdo influenciados pelas diferentes metodologias empregadas no processamento de
amostras e variacdo interoperador (148). Em um estudo do International Lunenburg
Lymphoma Biomarker Consortium foi avaliado o impacto da técnica de coloragdo utilizada e
variacdo interoperador na diferenca da analise de diferentes marcadores progndsticos em
LDGCB, os resultados da marcacdo de Ki-67 apresentaram pouca reprodutibilidade entre os
laboratorios participantes e os autores concluiram que decisbes clinicas baseadas na
estratificagdo imunohistoquimica deveriam ser tomadas somente no contexto de ensaios
clinicos com revisao centralizada dos casos (149). As figuras 8 e 9 exemplificam como pode

ser realizada a analise da expressdo de Ki-67 por imunohistoquimica e imunocitoguimica.

Figura 8. Exemplo de andlise imunohistoquimica da expressdo do marcador Ki-67 em

amostras de linfoma.
Fonte: Adaptado de Petit et al. (2005) (150).
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Figura 9. Exemplo de analise imunocitoquimica da expressdo do marcador Ki-67 em

amostras de linfoma.

Preparacgdes por citocentrifugacdo de amostras de aspiracdo por agulha fina (FNA, do inglés fine needle
aspiration). (A) Baixo indice proliferativo em um linfoma indolente. (B) Alto indice proliferativo em um
linfoma agressivo.

Fonte: Adaptado de Ali et al. (2010) (151).
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Estudos imunohistoquimicos com LNH B evidenciaram correlacdo entre o percentual
de células positivas para Ki-67 e o grau histologico do tumor, com LNH de menor grau
apresentando menores indices proliferativos do que tumores de maior grau (148, 152-165).
Também foi identificada associacéo entre valores mais altos de Ki-67 e LNH agressivos, em
comparacao a linfomas indolentes (151, 166-172).

He et al. (2014) realizaram uma meta-analise com 27 estudos (3902 pacientes) para
avaliar o impacto da expressdo de Ki-67 na sobrevida de pacientes com o diagnostico de
linfoma. O marcador apresentou valor como prognostico, havendo correlacdo significativa
entre alta expressao de Ki-67 e maior mortalidade de pacientes e sobrevida livre de doenca.
Ki-67 manteve o valor progndstico apos a inclusdo de rituximab no tratamento, quando
avaliado em LDGCB e em linfoma do manto. Ndo houve associa¢do entre o marcador e

parametros clinico-patologicos (144).

2.4.1. Ki-67 E DOENCAS LINFOPROLIFERATIVAS CRONICAS DE LINHAGEM B:
ESTUDOS COM CITOMETRIA DE FLUXO

A avaliacdo por citometria de fluxo tem como vantagem a padroniza¢do do método e a
possibilidade de estudar somente as células de interesse, excluindo-se 0s demais grupos
celulares da andlise. No caso de neoplasias leucemizadas, as células neoplésicas presentes no
sangue periférico ou na medula 6ssea tornam-se uma importante fonte para avaliacdo do
indice proliferativo (7). Recentemente, Sun et al. (2016) desenvolveram e validaram um
protocolo para avaliacdo da expressdo de Ki-67 em células de sangue periférico para
aplicacdo em estudos clinicos (173).

Palutke et al. (1987) utilizaram o anticoporpo monoclonal (MoAb) Ki-67 para
determinar a proliferacdo de linfocitos em resposta a mitdgenos e celulas alogénicas,
comparando os resultados obtidos com a técnica de incorporagéo de timidina [°H]. Para evitar
marcacdo citoplasmatica ndo especifica, os autores removeram o citoplasma das celulas
avaliadas e os nucleos intactos apresentaram estabilidade de pelo menos 24 horas em
refrigeracdo. Houve boa correlacéo entre as técnicas utilizadas (174).

Em outro trabalho de Palutke et al. (1989), foi avaliada a proliferacdo celular em
culturas mistas de linfécitos. A proliferacdo determinada pela incorporacdo de timidina
tritiada (*H-TdR, do inglés tritiated thymidine), método demorado que baseia-se na
mensuracdo de sintese do DNA, foi correlacionada com a proliferacdo determinada por
avaliacdo de Ki-67 por citometria de fluxo. A correlagéo entre os valores obtidos nas duas
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metodologias foi excelente, indicando que a avaliacdo de proliferacdo por dosagem de
antigenos nucleares pode ser utilizada em sistemas de cultura celular e sec¢des teciduais (175).

Na avaliacdo da expressdo de Ki-67 durante o ciclo celular de linfécitos estimulados
com fitohemaglutinina, foi realizada marcacgédo dupla de Ki-67 e DNA por citometria de fluxo,
bem como o uso de drogas para bloqueio dos linfocitos estimulados em diferentes fases do
clico celular. Ficou demonstrado que a expressdo do antigeno Ki-67 comeca durante o inicio
da fase S (176).

Na comparacéo de linfdcitos B de pacientes jovens e idosos, foram avaliadas ativagéo,
proliferacdo e susceptibilidade a apoptose. Foram identificadas alteragdes quantitativas e

qualitativas nos linfocitos de pacientes idosos, nestes pacientes o percentual de linfocitos B de

7positivo 7negativ0

memoria (CD2 ) foi muito inferior ao de linfdcitos B naive (CD2 ); além disso, 0s
linfécitos B naive apresentaram menor susceptibilidade a apoptose. Ndo foram identificadas
diferencas entre imunoglobulina sérica ou expresséo de Ki-67 entre os grupos (177).

Caraux et al. (2010) caracterizaram populacdes linfoides B circulantes no sangue
periférico de doadores saudaveis. Foram identificados quatro perfis fenotipicos: imaturo,
naive, de memoria e plasmdcitos. Identificou-se correlacdo inversa entre idade e contagem
percentual e absoluta dos linfécitos B de memoria e plasmdcitos circulantes. A marcacdo de
Ki-67 permitiu definir que os linfocitos B circulantes sdo células quiescentes (média de
expressao de 1,2%) e os plasmdcitos apresentam fendtipo ativado (média de expressdo de
66,8% para os plasmécitos CD138™%"° e de 76,2% para os CD138""°) (178).

No estudo da expressdo de Ki-67 e de antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA,
do inglés proliferating cell nuclear antigen) em células de LNH houve boa correlagéo entre os
dois antigenos nucleares associados ao crescimento celular, bem como entre a fracdo de
células positivas e 0 numero de células em fase S determinada por analise de histograma de
DNA (obtida pela marcacdo com iodeto de propidio). Os trés parametros permitiram
discriminacdo entre linfomas de alto e baixo grau. O Ki-67 médio dos LNH de baixo grau foi
de 3,9%, com uma média de 38,5% para os LNH de alto grau (179).

Ao avaliar a cinética in vivo da incorporacdo de iododeoxiuridina no DNA em
pacientes com LNH ou hiperplasia reativa, a técnica se mostrou viavel e apresentou
correlagdo com resultados de marcadores do ciclo celular. A avaliacdo da expressdo de Ki-67
por citometria de fluxo demonstrou baixa atividade proliferativa nos tumores de baixo grau
(mediana de 6%) e alta fracdo de crescimento nos LNH de grau intermediério (mediana de
26%) e alto grau (mediana de 34%). Os casos de hiperplasia reativa apresentaram indice

proliferativo mediano de 5% (180).
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Aydin et al. (1995) avaliaram a expressdo de CD25 em células de LLC e sua
correlagdo com o indice proliferativo (Ki-67); a expressdo media de Ki-67 foi de 1,56% no
grupo CD25™%° o de 2,48% no grupo CD25P"™° havendo diferenca significativa no
percentual de expressdo do marcador. Alta expressdéo do marcador Ki-67 apresentou
correlagdo com concentragdo sérica de 32 microglobulina e com padréo difuso de infiltracdo
medular (181).

No estudo de Konikova et al. (2003) foram avaliadas neoplasias hematoldgicas. A
expressdo de Ki-67 variou de 23% a 68% nos casos avaliados, que incluiam LLA B,
leucemia/linfoma linfoblastico T (LLA T), leucemia mieldide aguda (LMA) e LLC. Nos
pacientes com LLC, o marcador foi positivo apenas naqueles com estagio clinico avancado
(quatro dos dez casos avaliados) (182).

Em um estudo avaliando a capacidade de resposta a estimulos de células de LLC, a
expressdo basal de Ki-67 variou de 0 a 3%; e, apds o estimulo com citocinas, obteve-se um
indice proliferativo de 19% a 38% (183). Bennett et al. (2007) avaliaram a expressao de
marcadores de células de LLC associados com a entrada e progressdo do ciclo celular, as
células alvo do estudo foram identificadas pela expressdo de Ki-67, MCM-6 e CD19; e a
expressao de Ki-67 foi predominantemente restrita a células expressando os niveis mais altos
de CD39, CD86, CD95 e CD23 (184).

Na avaliacdo de subclones de LLC identificados pela expressdo ou auséncia de CD38
e comparagdo com controles saudaveis pareados por idade, as células de LLC apresentaram
maior expressio de Ki-67 (média de 1,77%) em relacéo as células linfoides B CD5P*"™° do
grupo controle (média de 0,23%) e a expressdo de Ki-67 foi encontrada com maior frequéncia
nas subpopulacées CD38"""° de ambos os grupos. Na avaliacdo da expressdo de Ki-67 entre
0s grupos de LLC com alta e baixa expressdo de CD38, o grupo CD38 de alta expressao
apresentou maior namero de células positivas para Ki-67; também houve maior expressao de
Ki-67 nos pacientes com IgVH ndo mutado. Ao separar as células por densidade de CD38
(IFM forte, intermediaria ou fraca), foi identificada diferenca significativa na expressdo de
Ki-67 entre os grupos, havendo maior expressdo nos grupos com maior densidade do
marcador. A expressdao de ZAP-70 foi correlacionada com expressdo de CD38 e Ki-67;
também houve correlacdo de Ki-67 com a atividade de telomerase e expressdao de ZAP-70
(185).

No estudo de Lin et al. (2008) foi avaliada a expressao de CD38 em células de LLC de
sangue periférico ou medula 6ssea isoladas por sorting de acordo com a expressao de Ki-67.

A populagdo Ki-67P*°CD19P"° anresentou um ndmero significativamente maior de
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linfocitos leucémicos CD3
diferenca entre o comprimento dos teldmeros entre células CD38""° e CD38™%"° de um
mesmo paciente; tampouco entre expressdo e atividade de telomerase entre estas
subpopulacdes. Nao foi identificada diferenca no percentual de células expressando CD38 ou
na expressdo de Ki-67 nas células CD38”*""° em amostras de sangue periférico e medula
0ssea de um mesmo paciente coletadas no mesmo dia (186).

A expressdo de Ki-67 em linfécitos do sangue periférico criopreservados de pacientes
com LLC foi avaliada por citometria de fluxo. Foi observada uma distribuicdo variavel da
expressdo de Ki-67, com um valor médio de 52%. Os pacientes com expressao de Ki-67
abaixo do valor da média apresentaram sobrevida maior. Nos pacientes com baixa expressao
de CD38 (<30% de positividade para o marcador), considerados de melhor progndstico, uma
alta expressdo de Ki-67 foi associada & menor sobrevida geral; enquanto nos pacientes com
expressao positiva de CD38, foi identificada apenas uma tendéncia a menor sobrevida geral.
A expressdo de Ki-67 em células de LLC tipica tem implicacdo prognostica e possivelmente
reflete a fracdo de crescimento in vivo das células B neoplésicas (187).

No estudo de Palacios et al. (2010), foi quantificada a expressdo de citidina
desaminase induzida por ativacdo (AID, do inglés activation-induced cytidine deaminase) e
processo de recombinacdo mudanca de classe (CSR, do inglés class switch recombination) em
curso em células mononucleares criopreservadas de pacientes com LLC, bem como foi
caracterizada a expressdo de diferentes moléculas relacionadas a interagbes do
microambiente. Dentre os pacientes com IgVH ndo mutada foi identificada alta expresséo de
AID na subpopulagdo com CSR em andamento e esta pequena fragdo de células apresentou
altos niveis de marcadores de proliferacdo, antiapoptéticos e de progressdo (Ki-67, c-myc,
Bcl-2, CD49d e citocinas CCL3 e CCLA4) e baixos niveis da proteina p27™* (inibidora do
ciclo celular e associada com progressao de doenga) (188).

No estudo de Calissano et al. (2011), foram avaliados clones de LLC de acordo com
diferentes cinéticas apresentadas pelas células, identificadas de acordo com a expressdo de
CD5 e do receptor de quimiocina CXC tipo 4 (CXCR4, do inglés C-X-C chemokine receptor
type 4), focando nas células com divisdo celular recente (CD5P™CXCR4™) e células em
repouso (CD5™°CXCR4™™). A fracdo de células em divisdo (cerca de 0,1% a 1% do clone
leucémico) foi identificada utilizando a incorporacdo de ?H no DNA recém sintetizado e foi
identificado um maior namero de células com expressdo de Ki-67 e do componente 6 do
complexo de manutengdo de minicromossomo (MCM®6, do inglés minichromosome

maintenance protein 6) dentre esta fracdo de células leucémicas. Foram identificadas
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diferencas na expressdo génica, bem como na expressdo de moléculas de superficie dentre os
compartimentos, com a fracdo proliferativa expressando em maior quantidade e intensidade
CD38, CD20, CD23 e CD52, dentre outros marcadores (189).

No estudo de Herishanu et al. (2011), o marcador Ki-67 apresentou maior expressao
nas células de LLC presentes em linfonodos comparado a células do sangue periférico: nos
linfonodos 2% a 7% das celulas foram positivas e as células do sangue periférico
apresentaram baixa frequéncia de marcacdo. Comparando a expressdo génica em células de
linfonodos, medula dssea e sangue periférico, os linfonodos foram identificados como sitios
de ativacéo e proliferacdo tumoral. Também foi identificado que a expressao génica de células
de LLC é influenciada por um efeito intrinseco do paciente individual e por um efeito
extrinseco determinado pelo microambiente tumoral, além disso, células com IGHV néo
mutada apresentam maior expressao génica em resposta a ligacdo de BCR do que as com
IGHV mutada (190).

Cheng et al. (2014) avaliaram o efeito do tratamento com ibrutinib na expresséo de
marcadores proliferativos em células periféricas de LLC. A expressdo de Ki-67, avaliada por
citometria de fluxo, variou de 0,33% a 14% na avaliac&o inicial e houve decréscimo desta ao
longo do tempo de tratamento, o qual se tornou estatisticamente significativo a partir do dia
15. Foi identificado o desaparecimento da expressdo de Ki-67 no dia 28. Os achados foram
confirmados por estudos posteriores com avaliacdo de incorporacdo de bromodeoxiuridina
(120).

A avaliagdo de Ki-67 por citometria de fluxo em amostras de pacientes com LLC
apresentando linfocitose devido ao uso de ibrutinib evidenciou baixa expressao do marcador
previamente ao tratamento (mediana de 0,6%) e reducdo da expressdo nove meses apds 0 uso
de ibrutinib (mediana 0%). Apesar de a inibicdo de BTK levar a linfocitose persistente, estes
linfocitos ndo estdo ativamente proliferando (121).

Na avaliacdo do papel do antigeno 4 de linfocito T citotdéxico (CTLA4, do inglés
cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) na patogénese de LLC, Mittal et al. (2013) fizeram a
regulacdo para baixo deste marcador em células primérias de LLC obtidas de sangue
periférico, medula 6ssea e linfonodos. Foi observado aumento de proliferacdo e sobrevivéncia
celular, além de aumento da expressdo de STAT1, NFATC2, c-Fos, c-Myc, Ki-67 e Bcl-2;
sugerindo que CTLA4, quando normalmente expresso, tem papel no controle da proliferacdo
e sobrevivéncia das células de LLC. Apesar da baixa atividade das células de LLC in vitro, a
marcacdo de Ki-67 identificou um aumento na proliferacdo das células tratadas com siRNA
de CTLA4 (191).
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Zwick et al. (2013) demonstraram que auto-antigenos sdo o alvo antigénico do BCR
de LLC em uma proporcdo consideravel das células leucémicas. Os auto-antigenos ligam-se
especificamente as células leucémicas e induzem sua ativacdo e proliferacdo (identificada
pelo aumento da expresséo de Ki-67 apds incuba¢do com auto-antigenos) (192).

Na avaliagdo do efeito in vivo de ibrutinib em pacientes com LLC, foi identificada
uma expressdo de Ki-67 nas células leucémicas pré-tratamento de 18% em linfonodos, 9% na
medula 0ssea e 3% em sangue periférico. Houve reducao significativa da expressao apés 24
horas de uso de ibrutinib. A expressdo de Ki-67 nas células circulantes no sangue periférico
alcancou niveis indetectaveis (<0,5% de expressdo média) ao longo do tratamento. Os
achados de citometria de fluxo e imunohistoquimica foram consistentes entre si, evidenciando
que ibrutinib inibe a proliferacdo tumoral no microambiente de linfonodos e medula 6ssea in
vivo (193).

Em um estudo da proliferacéo in vitro de células de linfoma do manto, foi realizada
cultura celular de amostras de seis pacientes. As células foram estimuladas com agonista
MoAb anti-CD40 e/ou interleucina-4 (IL-4) e a proliferacdo foi avaliada com indicador
AlarmBlue, as celulas apresentaram maior proliferagdo na estimulacdo com IL-4 ou IL-4
associada a MoAb anti-CD40. A avaliagdo da expressédo de Ki-67 por citometria de fluxo foi
realizada nas células cultivadas e também em células expostas a CD154 — a menor expressao
de Ki-67 foi detectada nas células expostas somente ao meio de cultura, houve aumento
discreto da expressao apds exposicao a IL-4 e marcado aumento de Ki-67 nas células expostas
a CD154 (194).

A avaliacdo da proliferagdo tumoral em células de linfoma do manto por meio da
marcacdo imunohistoquimica em bidpsias de linfonodo e imunofenotipica por gate em células
CD5P*"°CD19P*!""° evidenciou forte correlagdo entre escore proliferativo e nimero de

células Ki-67Pos!tvo

nas amostras de tumor nodal e leucemizado. Nos pacientes em que foram
avaliadas amostras de linfonodo e sangue periférico, foi identificada expressdo aumentada de
Ki-67 no compartimento nodal comparada a populacdo leucémica. Os tumores com maior
sinalizacdo via BCR foram o0s que apresentaram maiores percentuais de células em

proliferacéo (195).
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3. MARCO TEORICO

3.1. O QUE NAO SE SABE

- Qual o percentual de expressdo de BTK e Ki-67 em portadores de DLPC-B, avaliado por
citometria de fluxo?

- Qual a intensidade de expressdo de BTK e Ki-67 em portadores de DLPC-B, avaliada por
citometria de fluxo?

- Quais os padrdes de normalidade de BTK em linfocitos B maduros de pacientes saudaveis,

avaliados por citometria de fluxo?

3.2. O QUE FOI ESTUDADO E ESTRATEGIA PARA ALCANCAR A RESPOSTA A
QUESTAO DE PESQUISA

Para avaliacdo de BTK, foi realizado um estudo caso-controle com pacientes com
diagndstico de DLPC-B, comparando-se a expressao de BTK dos casos com a de linf6citos B
maduros de pacientes saudaveis. Para avaliacdo de Ki-67, foi realizado um estudo transversal
com pacientes com neoplasias maduras de células B, avaliando-se a expressao deste marcador
dentre as diferentes DLPC-B. As amostras foram obtidas ap6s a realizacdo de exame para 0
diagnostico de DLPC-B, sendo aproveitadas antes do descarte. As amostras foram marcadas
com MoAb anti-Ki-67, anti-BTK, CD45 e CD19. Os eventos foram adquiridos em um
citbmetro de fluxo FACSCalibur™ de 4 cores. Foram avaliadoso percentual de expressdo e
IFM das proteinas analisadas em DLPC-B e linfécitos B maduros normais, bem como

correlagcdo com parametros clinicos e laboratoriais.
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4. JUSTIFICATIVA

O conhecimento a respeito das vias de sinalizacdo oncogénicas associado a realizacao
de ensaios clinicos permitiu a definicdo e otimizacdo de tratamentos quimioterapicos para 0s
pacientes com cancer. Atualmente tem-se buscado o aprimoramento dos tratamentos, com
vistas a uma medicina personalizada, com o uso de terapias especificas para alvos
moleculares e avaliacdo de biomarcadores preditivos (196). Apesar de a resposta geral ao uso
de inibidores da via de BCR ser alta, alguns pacientes ndo apresentam resposta ou tém
progressdo da doenca em um curto periodo apds o inicio do tratamento. A identificacdo de
marcadores que possam predizer a resposta ao bloqueio da sinalizacdo via BCR € de grande
utilidade e nao existem muitos estudos avaliando a expressdo de BTK e Ki-67 em DLPC-B
com citometria de fluxo. A avaliacdo da expressdo de BTK e Ki-67 pode vir a auxiliar no
diagndstico, definicdo do comportamento biolégico do tumor, escolha do tratamento e ser
indicativo progndstico e de sobrevida para portadores de DLPC-B, bem como ter utilidade na

avaliacdo da eficécia do tratamento.
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5. OBJETIVOS
5.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a expressdo de BTK em doencas linfoproliferativas cronicas de linhagem B
comparativamente a linfocitos B maduros normais. Avaliar a expressao de Ki-67 em doengas

linfoproliferativas cronicas de linhagem B.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estabelecer relacdo entre a expressdo de BTK e Ki-67 e dados do hemograma (leucdcitos,
hemoglobina e plaquetas) dos pacientes.

- Estabelecer padrdes de normalidade para BTK em linfocitos B maduros normais.

- Correlacionar a intensidade de expressdo de BTK e Ki-67 com o tipo de neoplasia B
diagnosticada.

- Comparar a intensidade da expressdo de BTK em linfocitos B de pacientes saudaveis e de

pacientes com doencas linfoproliferativas crénicas de linhagem B.
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B-cell lymphocytes. After surface staining with CD19 and
CD45, flow cytometry staining for intracellular BTK was
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Introduction

Bruton’s tyrosine Kinase (BTK) is a cytoplasmatic non-
receptor kinase protein
hematopoietic cells, except in T-cell lymphocytes. BTK is
a member of Tec-kinase family and part of the B-cell
antigen receptor (BCR) signaling pathway, which has an
essential role in B-cell development and function [I].
Mutations in BTK gene are known to cause X-linked
agammaglobulinemia (XLA) that result in marked decrease
in number and function of B-cell lymphocytes [1-3].

In normal B-cell lymphocytes, BCR signaling regulates

tyrosine expressed in  all

gene expression patterns that control cell proliferation,
differentiation and function, including antibodies produc-
tion [4]. BCR signaling is also involved in the development
and disease progression of B-cell neoplasms and is a key
target of many clinical trials conducted world wide for the
treatment of these diseases [5. 6].

In vitro inhibition of BTK leads to a blockade of BCR
signaling and cell activation in mature human B-cell
lymphocytes [7]. Ibrutinib, an irreversible BTK inhibitor, is
FDA-approved for the treatment of mantle cell lymphoma,
chronic lymphocytic leukemia (CLL) and lymphoplasma-
cytic lymphoma: it is also under investigation for the
treatment of several other tumors [8]. Our aim was to
evaluate the expression of BTK in mature B-cell neoplasms
and compare it to normal B-cell lymphocytes with the use
of a flow cytometric assay.

Patients and methods
Flow cytometry staining for intracellular BTK was performed

in samples from 30 healthy controls (peripheral blood) and
174 patients diagnosed with mature B-cell neoplasms
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(peripheral blood or bone marrow), according to the World
Heatlh Organization criteria [9]. The exclusion criteria were
age <18 years old; known hematological, inflammatory and/
or infectious diseases; previous treatment for B-cell neo-
plasms; and presence of other hematological malignancies.

About 1,000,000 cells in a volume of up to 100 pL of
sample anticoagulated with EDTA were placed into poly-
styrene tubes and subjected to two-color staining with 20 pL
of fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies (Mo Abs)
against CD45 FITC (clone HI30) and CDI19 APC (clone
HIB19) for 20 min at room temperature. Red blood cells were
lysed by incubation with Human BD Phosflow Lyse/Fix
Buffer (in a volume of 20x the sample volume) for 10 min at
37 °C. Samples were washed twice with phosphate-buffered
saline (PBS) and incubated with 1 mL of Fix/Perm Buffer
(from Transcription Factor Buffer Set) for 50 min, at 4 °C.
Samples were washed twice with Perm/Wash Buffer (from
Transcription Factor Buffer Set). Samples were incubated
with 1 mL of Perm/Wash Buffer and 20 uL of anti-BTK PE
(clone 53/BTK) MoAb for 50 min, at 4 °C. Samples were
washed twice with Perm/Wash Buffer and resuspended in
PBS. All samples were processed within 48 h of collection
[10]. All reagents were purchased from BD Biosciences (San
Diego, CA, USA) and used according to the manufacturer
instructions, since it had better staining in optimization stud-
ies. At least 50.000 CD45% events were acquired on a
FACSCalibur flow cytometer using CellQuest™ Pro software
(BD Biosciences, San Diego, CA, USA), after daily quality
control procedures. and were analy zed with CytoPaint Classic
1.1 (Leukobyte, Pleasanton, CA, USA).

Expression intensity of CD45 and CDI19 was used to
gate B-cell population and the relative mean fluorescence
intensity (MFI) of BTK expression in CDI19"/CD45"
B-cell lymphocytes was recorded (Fig. 1). Data analysis
was carried out with ANOVA, and comparisons were
adjusted by the Bonferroni test. All data were analyzed
with SPSS v.18.0. and differences were considered sig-
nificant when P<0.05.

This study was carried out from October, 2014, to
October, 2015, after approval of the Research Ethics
Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(project number 14-0104). Written informed consent was
deemed unnecessary after the signature of a commitment
term for the use of biological material and associated
information by researchers. Laboratory data were obtained
in reports provided by the medical assistants.

Results

The cases in this study included 110 chronic lymphocytic
leukemias (CLL) (63.2%): seven atypical chronic lym-
phocytic leukemia (aCLL) (4.0%): 20 marginal zone

@ Springer

lymphomas (MZL) (11.5%); 12 lymphoplasmacytic lym-
phomas (LPL) (6.9%); ten mantle cell lymphomas (MCL)
(5.7%); seven follicular lymphomas (FL) (4.0%). four
hairy cell leukemias (HCL) (2.3%); two Burkitt lym-
phomas (BL) (1.2%); and two diffuse large B-cell lym-
phomas (DLBCL) (1.2%). MFI of BTK expression was
comparable and within the same range in CD19"/CD45*
B-cells of patients and healthy controls (Fig. 2). BTK
expression of CD197/CD45% lymphocytes was within
the negative control range. Patient baseline characteristics
are shown in Table 1. Cases cell counts are shown in
Table 2. Cases were grouped according to the disease,
there was no difference in BTK expression between groups
or compared to control samples and there was no associ-
ation between BTK expression and laboratory variables.

Discussion

In our study. there was no difference in BTK expression
among B-cell neoplasm and normal samples. Expression of
BTK has been previously evaluated in samples from
purified cells of CLL patients with immunoblot technique,
with highly variable protein expression between patient
cells; mRNA expression was not variable among patients,
but was higher than mRNA expression in normal B-cells
from healthy volunteers. Despite the differences in BTK
protein expression, there was no correlation among
response to BTK inhibitor PCI-32765 and BTK protein
expression [11].

Cheng et al. evaluated B-cell lymphocytes from
peripheral blood of previously untreated CLL patients for
BTK expression with western blotting. In accordance with
our results, there was no difference between BTK expres-
sion in CLL and normal B-cells; however, leukemic cell
exhibited higher BTK activity as shown by BTK phos-
phorylation on Y223 [12].

BTK expression in normal and neoplastic lymph nodes
was evaluated with immunostaining. In normal lymphoid
tissues (tonsil and spleen samples), BTK expression had
different paddrons according to the site evaluated. varying
from strong to weak in B-cells. Most B-cell lymphomas
presented strong BTK expression, but some cases of grade
I follicular lymphoma, DLBCL and hairy cell leukemia
were negative or had weak staining [I13]. Cinar et al
compared BTK expression in tissues of MCL patients and
benign lymph nodes with immunohistochemical staining.
BTK exhibited moderate to stronger expression in all MCL
samples. In reactive lymphoid tissues, BTK expression
pattern differed according to the layer: was stronger in
lymphocytes of mantle zone and weaker in the germinal
center cells [14]. Our study evaluated BTK expression in
bone marrow and peripheral blood samples with flow
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Fig. 1 Example of flow
cylometry gating strategy used
for the evaluation of MFI of
BTK in B-cell lymphocytes
from control samples and
different patient groups. Debris
were excluded in the FSC
versus SSC graph. Lymphocytes
were selected based on SSC
distribution and CD45
expression. B-cell lymphocytes
were gated according to CD19
expression and MFI of BTK
expression was recorded
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cytometry, distinct methodologies and different tissue
samples could explain the dissimilar results observed.
BTK expression assessed by flow cytometry has been
used for the diagnosis of X-linked agammaglobulinemia, in
order to determine presence or absence of the protein in
patients and their relatives [15-17]. Flow cytometry

permits the evaluation of single-cell antigens, so this
technique was used to evaluate BTK expression in devel-
oping hematopoietic cells, and BTK was detected in all
lineages except for T cells, with higher expression in
immature B-cells and a significantly lower expression in
B-cells from peripheral sites [18]. In our study, only
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Fig. 2 Scatter dot plot with MFI of BTK expression in B-cell lymphocytes from healthy control patients and lymphocytes of B-cell neoplasms,
separated by disease. Error bar shows mean and standard deviation for each group

Table 1 Cases and controls

i Characteristic
characteristics

Cases (N = 174) Controls (N = 30)

Median age, years

Sex

Male

Female

Sample

Peripheral blood

Bone marrow

Lymphocytes (%)

CD19" (% of lymphocytes)
Peripheral blood counts
White blood cell count (x 10%/L)
Hemoglobin (g/L)

Platelet count (x10%/L)

69.5 (£12.0) 45.9 (£14.9)
92 (52.9%) 8 (26.7%)
82 (47.1%) 22 (73.3%)
88 (50.6%) 30 (100%)
86 (49.4%) 0

63.39 (£22.02)
53.75 (£25.50)

30.65 (+8.60)
3.87 (£1.88)

43.88 (£51.21)
121.4 (£27.2)
180.9 (£86.2)

7.46 (£1.62)
137.4 (£14.3)
260.0 (£79.2)

Data are shown as mean = SD or number ()

peripheral blood samples were included in the control
group to enable the assessment of mature B-lymphocytes
exclusively.

Flow cytometry has been used to evaluate BTK
expression in mice CLL cells, which had a more variable
expression than mice wild-type splenic B-cells; in the same
study. BTK overexpression was associated with acceler-
ated disease onset in a mice model [19]. Despite our
Burkitt lymphoma group only having two cases, the MFI
seemed considerably higher, which could correlate with the
aggressive nature of the disease. In another flow cytometric
study comparing BTK expression in rheumatoid arthritis
patients and control subjects, there was no difference

@ Springer

between groups [20]. To our knowledge, this is the first
study evaluating BTK expression in mature B-cell neo-
plasms compared to normal controls using flow cytometry.

Our study has some limitations. The major one is the
inclusion of normal residual B-cells within the heteroge-
neous population of clonal lymphocytes in case samples,
since our gating strategy was only able to identify B-cells
in general. Besides, we only had access to immunophe-
notyping and biopsie results as complementary tests for the
disease entity definition.

In summary. in our study, BTK expression in B-cell
neoplasms was similar to that of normal B-cell lympho-
cytes. Flow cytometry is a rapid technique that allows
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7.1. STROBE STATEMENT—EXPRESSION OF BRUTON'S TYROSINE KINASE IN
B-CELL NEOPLASMS EVALUATED BY FLOW CYTOMETRY

Item . Page
No Recommendation No
Title and abstract 1 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term in the title 1
or the abstract
(b) Provide in the abstract an informative and balanced summary of 1
what was done and what was found
Introduction
Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for the investigation 1
being reported
Objectives 3 State specific objectives, including any prespecified hypotheses 1
Methods
Study design 4 Present key elements of study design early in the paper 1
Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, including periods of 2
recruitment, exposure, follow-up, and data collection
Participants 6 (a) Give the eligibility criteria, and the sources and methods of 2
selection of participants
Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential 2
confounders, and effect modifiers. Give diagnostic criteria, if
applicable
Data 8* For each variable of interest, give sources of data and details of 2
sources/measurement methods of assessment (measurement). Describe comparability of
assessment methods if there is more than one group
Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias NA
Study size 10 Explain how the study size was arrived at NA
Quantitative variables 11 Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If 2
applicable, describe which groupings were chosen and why
Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those used to control for 2
confounding
(b) Describe any methods used to examine subgroups and interactions  NA
(c) Explain how missing data were addressed NA
(d) If applicable, describe analytical methods taking account of NA
sampling strategy
(e) Describe any sensitivity analyses NA
Results
Participants 13*  (a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg numbers 2

potentially eligible, examined for eligibility, confirmed eligible,

included in the study, completing follow-up, and analysed
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(b) Give reasons for non-participation at each stage NA
(c) Consider use of a flow diagram NA
Descriptive data 14*  (a) Give characteristics of study participants (eg demographic, clinical, 4

social) and information on exposures and potential confounders

(b) Indicate number of participants with missing data for each variable NA

of interest
Outcome data 15*  Report numbers of outcome events or summary measures 5
Main results 16  (a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted ~ NA

estimates and their precision (eg, 95% confidence interval). Make
clear which confounders were adjusted for and why they were

included

(b) Report category boundaries when continuous variables were NA

categorized

(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into NA

absolute risk for a meaningful time period

Other analyses 17 Report other analyses done—eg analyses of subgroups and NA

interactions, and sensitivity analyses

Discussion
Key results 18  Summarise key results with reference to study objectives 2
Limitations 19 Discuss limitations of the study, taking into account sources of 4
potential bias or imprecision. Discuss both direction and magnitude of
any potential bias
Interpretation 20  Give a cautious overall interpretation of results considering objectives, 2-4
limitations, multiplicity of analyses, results from similar studies, and
other relevant evidence
Generalisability 21 Discuss the generalisability (external validity) of the study results 2-4

Other information

Funding 22 Give the source of funding and the role of the funders for the present 5
study and, if applicable, for the original study on which the present

article is based

*Give information separately for exposed and unexposed groups.

N/A: not applicable.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological
background and published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is best used in conjunction
with this article (freely available on the Web sites of PLoS Medicine at http://www.plosmedicine.org/, Annals of
Internal Medicine at http://www.annals.org/, and Epidemiology at http://www.epidem.com/). Information on the
STROBE Initiative is available at www.strobe-statement.org.
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8. LETTER TO THE EDITOR: FLOW CYTOMETRY ASSESSMENT OF
INTRACELLULAR BTK EXPRESSION

BTK Expression

Cytometry Part B (Clinical Cytometry) 00:00-00 (2017)

Letter to the Editor

Flow Cytometry Assessment of Intracellular

Dear Editor,

We read with great interest the original
article “Increased expression of Bruton's
tyrosine kinase in peripheral blood is asso-
ciated with lupus nephritis” recently pub-
lished in Clinical Rheumatology (1). In
this paper, Kong et al. (2017) evaluated
Bruton's tyrosine kinase (BTK) expres-
sion in peripheral blood B-cells from
healthy controls and systemic lupus eryth-
ematosus (SLE) patients. The authors
report an increased BTK expression in B-
cells from SLE patients compared to con-
trols, nevertheless only 2-4% of periph-
eral B-cells showed BTK expression in the
study.

Nisitani et al. (2000) used flow
cytometry to evaluate BTK expression
in developing hematopoietic cells, the
protein expression was detected in all
lineages except for T cells, with higher
expression in immature B-cells and a
lower expression in B-cells from periph-
(2). Wang et al. (2015)
assessed BTK expression in B-cells from
rheumatoid arthritis patients compared
to control subjects with flow cytometry
and no differences between groups
were identified (3). Most recently, Cor-
neth et al. (2017) evaluated BTK
expression in B-cells from healthy con-
trols, rheumatoid arthritis patients, and
primary Sjogren’s syndrome patients,
where they showed that BTK protein
expression correlated with BTK phos-
phorylation and also that BKT levels
were enhanced in most patients with
autoimmune diseases dis

eral  sites

ases (4).

We also evaluated BTK expression in
B-cells from healthy controls compared
to mature B-cell neoplasms (5). In our

study, there were no statistical differ-
ences among B-cells from evaluated
groups and BTK expression in CD19/
CD45Preht lymphocytes  was  within
the negative control range. In our vali-
dation protocol, we tested the same

© 2017 International Clinical Cytometry Society

FIX&PERM® Cell Fixation and Permea-
bilization Kit (product code GAS-002,
Nordic-MUbio, NED) for
staining, but the staining was unsatisfac-

intracellular

tory and the mean fluorescence inten-
sity (MFD of BTK in B-cells was too
weak. We

and validated the

Transcription Factor Buffer Set (product
code 562574, BD Pharmingen™, USA),
which showed a BTK staining that was
not very bright, but allowed an appro-
priate distinction among positive and
negative events.

This limitation of the staining kit could
be responsible for the very low BTK
expressing B-cells identified in both
groups, with expression levels near the
isotype control in the study by Kong
et al. Despite the very low MFI of BTK
staining, it is possible to identify a differ-
ence in the protein expression as shown
in figure 1 (1), but this results should be
cautiously interpreted with the under-
standing of the limitations imposed by
the staining technique. Flow cytometry
staining protocols should allow the dis-
tinction between negative and positive
populations, as well as a quantifiable
MFI, in order to enable comparison of

selected

results among different studies.
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SUMMARY

Objective: Ki-67 is a nuclear protein associated to cellular proliferation in normal or leukemic
conditions that can help identify more aggressive diseases, this marker is usually evaluated with
immunohistochemistry. The aim of this was to assess Ki-67 expression on mature B-cell neoplasms
samples with flow cytometry immunophenotyping.

Method: After surface staining with CD19 and CD45, intracellular staining for Ki-67 was performed
in leukemic mature B-cells. Ki-67 expression was evaluated with flow cytometry.

Results: Ki-67 expression was higher in mantle cell lymphoma, Burkitt lymphoma and diffuse large
B-cell lymphoma cases. It was also associated with CD38 mean fluorescence intensity.
Conclusions: Ki-67 expression evaluated by flow cytometry can be a useful tool in the diagnosis of
mature B-cell neoplasms. More studies are needed to validate Ki-67 assessment with flow cytometry
immunophenotyping.

Key words: Flow cytometry; Immunophenotyping; Ki-67 Antigen.

Objetivo: Ki-67 é uma proteina nuclear associada a proliferacdo celular em condigdes normais ou
leucémicas que pode ajudar a identificar doengas mais agressivas, este marcador é geralmente avaliado
com imuno-histoquimica. O objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo de Ki-67 em amostras de
neoplasias de células B maduras com imunofenotipagem por citometria de fluxo.

Método: Apo6s marcacdo de superficie com CD19 e CDA45, foi realizada marcacéo intracelular para
Ki-67 em células B maduras leucémicas. A expressdo de Ki-67 foi avaliada por citometria de fluxo.
Resultados: A expressdo de Ki-67 foi maior em células de linfomas de manto, linfoma de Burkitt e
linfoma difuso de grandes células B. Também houve associacéo de Ki-67 & intensidade de
fluorescéncia média de CD38.

Conclusdo: A expressdo de Ki-67 avaliada por citometria de fluxo pode ser Gtil no diagnéstico de
neoplasias de celulas B maduras. S80 necesséarios mais estudos para validar a avaliacdo Ki-67 com

imunofenotipagem por citometria de fluxo.

Palavras-chave: Citometria de Fluxo; Imunofenotipagem; Antigeno Ki-67.
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INTRODUCTION

Mature B-cell neoplasms (MBCN) are a heterogeneous group of diseases that have rearranged
immunoglobulin gene, characterized by a monoclonal B-cell lymphoid population that usually
has kappa or lambda restriction *. In the course of disease, there is progressive accumulation
of clonal cells, causing lymphocytosis, infiltration of bone marrow and other tissues 2 The
current classification of MBCN is based in the assesment of clinical, morphological,

immunophenotypic and genetic data >.

Uncontrolled proliferation is a key feature of tumor cells and, in most cases, the percentage of
proliferating cells provides the biological behavior and clinical course of the disease . Ki-67
is a nuclear protein associated with cell proliferation that is expressed in all active stages of
cell division, both in normal and leukemic cells, and contributes to cell cycle regulation .
Therefore, Ki-67 is an excellent marker to establish the growth fraction of a cell population at
a certain time and the percentage of tumor cells expressing Ki-67 is used as a proliferation
index for evaluating several types of cancers ®°. Most studies assessing Ki-67 expression in
MBCN were performed with immunohistochemistry, which can be influenced by the presence
of non-malignant reactive cells between tumor cells, different methodologies used in sample
processing and interoperator variations >**. This study was conducted to establish the

expression of Ki-67 on B-cell lymphocytes of MBCN with a flow cytometry methodology.

METHOD

Flow cytometry staining for intracellular Ki-67 was performed in samples from 147 patients
diagnosed with MBCN, according to the World Heatlh Organization criteria °. The exclusion
criteria were known previous treatment for B-cell neoplasms and presence of other

hematological malignancies. Data were obtained in reports provided by the medical assistants.

The flow cytometric analysis was processed as reported elsewhere *2. Briefly, samples were
stained with fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies (MoAbs) against CD45 FITC
and CD19 APC. Red blood cells were lysed with Human BD Phosflow Lyse/Fix Buffer. Cells
were washed and incubated with Fix/Perm Buffer (Transcription Factor Buffer Set). Cells
were washed and incubated with Perm/Wash Buffer (Transcription Factor Buffer Set) and
5uL of Ki-67 PerCP-Cy 5.5 MoADb (clone B56). Cells were washed and resuspended in
phosphate buffered saline (PBS). All samples were processed within 48-hours of collection *2.

All reagents were purchased from BD Biosciences (San Diego, CA, USA). Cells were
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acquired on a FACSCalibur flow cytometer using CellQuest software (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA). Analyses were carried out with CytoPaint Classic 1.1 (Leukobyte,
Pleasanton, CA, USA). Expression intensity of CD19 and CD45 were used to gate B-cell
population; the percentage and relative mean fluorescence intensity (MFI) of Ki-67
expression in CD19%/CD45°"9" B-cell lymphocytes were recorded. MFI of CD5, CD10,
CD19, CD20, CD23, CD38 and CD45 of MBCN cells were also registred.

Statistical analysis was performed with ANOVA and comparisons were adjusted by the
Bonferroni test. Association of variables with Ki-67 MFI was evaluated by the correlation test
of Spearman. Backwards multiple linear regression, including variables associated with MFI
of Ki-67 with P<0.2, was performed to identify factors independently associated to it, when
variables had co-linearity, the more representative was included in the analysis. Data were
analyzed with SPSS v.18.0 (Chicago, IL, USA), and differences were considered significant
when P<0.05.

This study was conducted from October, 2014, to October, 2015 in accordance with the
Declaration of Helsinki and current laws in Brazil. This study was performed after approval of
the Research Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (14-0104).

Written informed consent was deemed unnecessary.

RESULTS

This study included 94 chronic lymphocytic leukemias (CLL) (63.9%); 5 atypical chronic
lymphocytic leukemias (aCLL) (3.4%); 19 marginal zone lymphomas (12.9%); 9
lymphoplasmacytic lymphomas (6.1%); 9 mantle cell lymphomas (MCL) (6.1%); 5 follicular
lymphomas (3.4%); 2 hairy cell leukemias (1.4%); 2 Burkitt lymphomas (1.4%) and 2 difuse
large B-cell lymphomas (DLBCL) (1.4%). Sample characteristics separated per disease
category are show in table 1. Expression of Ki-67 of MBCN samples included in the study is

shown in table 2.

MCL cases had higher Ki-67 expression compared to CLL, aCLL, lymphoplasmacytic
lymphoma and marginal zone lymphoma cases (P<0.05). MFI and percentage of Ki-67
expression was significantly higher in Burkitt lymphoma and DLBCL samples compared to
the remaining cases and Burkitt lymphoma cases had the highest Ki-67 MFI (P<0.001) (figure
1). Statistical analysis demonstrated association of Ki-67 MFI in CD19" events with MFI of



83

CD38 and CD20, and percentage of CD19 and lymphocytes on the samples. After
multivariable analysis, MFI of CD38 expression remained significantly associated with MFI
of Ki-67 (P<0.001).

DISCUSSION

In our study, MFI of Ki-67 among different MBCN was associated with MFI of CD38 in
leukemic cells. Also, the proliferation index — measured by Ki-67" percentage and Ki-67 MFI
in CD19" events — was higher in MBCN that have more aggressive clinical courses compared
to indolent diseases.

Few studies have evaluated Ki-67 expression with flow cytometry. Landberg and Roos (1991)
evaluated Ki-67 expression in non-Hodgkin lymphoma (NHL) cells and the percentage of
expression allowed for the discrimation between high and low grade lymphomas **. In another
study, Ki-67 staining was able to help differentiate between low, intermediate and high grade
NHL *°. Our results are similar to those, with more aggressive diseases presenting higher

proliferative index.

Ki-67 expression in samples from CLL has been evaluated with flow cytometry. Most studies
evidenced low proliferative index and higher Ki-67 expression was identified in samples from
patients with advanced clinical stage or after cytokine stimulation **?2. Similar results were
obtained with an in vitro proliferation study of MCL cells %. Those are in accordance with the
low Ki-67 expression of CLL samples from our study, since we only included patients
recently diagnosed. Given that our MCL group included some blastic variant samples, it had a

higher and more variable Ki-67.

In a previous study, CLL subclones were separated according to their CD38 expression, Ki-67
expression was found with more frequency in the CD38" population and cells with higher
CD38 MFI presented higher Ki-67 percentage *. Lin et al. (2008) sorted CLL cells from bone
marrow or peripheral blood according to their Ki-67 expression; Ki-67" B-cells compartment
contained a significantly higher number of CD38" leukemic cells compared to B-cells not
expressing Ki-67; interestingly, they did not find differences in Ki-67 or CD38 expression in
samples collected in the same day from different sites of the same patient *°. CD38 is
expressed by activated B-cells and it was observed that CD38 expression was significantly

higher in the proliferative fraction of CLL cells, this subset also has a higher number of cells
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with Ki-67 expression 2°. We observed an association of MFI of Ki-67 and CD38, considering

all neoplasms and different sample types included in our study.

Herishanu et al. (2011) used flow cytometry to evaluate Ki-67 expression in CLL cells from
different sites and they identified higher expression on lymph nodes, compared to peripheral
blood and bone marrow samples 2”. We only had one lymph node sample from a follicular

lymphoma case and its Ki-67 expression was low (5.5%, MFI of 10.2).

Immunophenotyping by flow cytometry is a method of cytological analysis, which allows for
the identification and characterization of cells in suspension . A major advantage of flow
cytometry is the possibility of methodology standardization for assessing multiple parameters
on a single cell, as well as staining of more than one antigen *. The International Lunenburg
Lymphoma Biomarker Consortium investigated the impact of immunohistochemical staining
procedures and interoperator variation for the quantification of several markers in DLBCL
and observed that Ki-67 expression had low reprodutibily among the participant laboratories
1 In our study, we used a flow cytometry approach to assess Ki-67 expression in different
MBCN, flow cytometry has a methological advantage compared to the current standard
methodology for evaluation of Ki-67 expression considering that immunophenotyping
procedures can be standardized and validated for use in laboratories worldwide, cell of

interest can be gated and test results are ready within hours.

Our study has some limitations. The major one is the inclusion of normal residual B-cells
within the heterogeneous population of clonal lymphocytes on samples. Besides, MCL cases
were considered together as one group, regardless of variant type, and we had few cases of
some types of MBCN. Also, we only had access to immunophenotyping and biopsie results as
complementary tests for the disease entity definition, the latter provided by different

laboratories.

CONCLUSION

In summary, in our study, Ki-67 expression was higher in MCL, Burkitt lymphoma and
DLBCL cases; and was associated with MFI of CD38. Assessment of Ki-67 expression with
flow cytometry has potential to be used in the differential diagnosis of MBCN and other
neoplasms. More studies are needed to compare Ki-67 expression with flow cytometry and
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immunohistochemistry in order to validate the flow cytometry methodology for diagnostic

and research purposes.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. Box-plot diagram of Ki-67 mean fluorescence expression in mature B-cell

neoplasms (the line shows the mean). Abbreviations: CLL: chronic lymphocytic leukemia;

aCLL.: atypical chronic lymphocytic leukemia; MZL: marginal zone lymphoma; LPL.:

lymphoplasmacytic lymphoma; MCL: mantle cell lymphomas; FL: follicular lymphoma;

HCL: hairy cell leukemia; BL: Burkitt lymphoma; DLBCL.: diffuse large B-cell lymphoma. *
BL MFI was higher than all other groups, P<0.001. ** DLBCL MFI was higher than other
groups, except BL cases, P<0.001.



Table 1. Characteristics of the samples included in the study, separated by disease.
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CLL (n=94)  aCLL (n=5)  LPL (n=9) HCL (n=2) MCL (n=9) FL (n=5) MZL (n=19)  BL (n=2) DLBCL (n=2)
Sample
Bone marrow 38 (40.4%) 1 (20.0%) 8 (88.9%) 2 (100%) 6 (66.7%) 4 (80.0%) 12 (63.2%) 1 (50.0%) 1 (50.0%)
Peripheral blood 56 (59.6%) 4 (80.0%) 1(11.1%) 0 3 (33.3%) 0 7 (36.8%) 1 (50.0%) 1 (50.0%)
Lymph node 0 0 0 0 0 1 (20.0%) 0 0 0
Sample counts
Lymphocytes (%) 69.53 76.87 39.10 60.75 (+0.57) 58.73 64.28 45.68 49.21 62.55
(+18.23) (+14.30) (+24.82) (£26.19) (+26.75) (+21.40) (+19.34) (+24.02)
CD19" (% of 62.72 66.78 25.11 20.46 50.76 51.60 33.15 38.30 48.23
lymphocytes) (+20.34) (+19.51) (+22.85) (+17.09) (+26.81) (+23.80) (£20.80) (£29.95) (+34.90)
MFI of CD20 on 111.22 89.16 489.01 787.59 512.60 397.76 753.42 (+ 247.85 203.13
neoplastic cells (119.28) (£31.73) (+271.68) (£354.94) (x250.64) (x211.61) 484.89) (x162.25) (+£105.90)
MFI of CD38 on 7.75 (£8.00) 11.78 (£7.50) 22.42 7.50 (£3.54) 30.48 34.80 9.86 (+8.05) 103.19 40.46
neoplastic cells (+20.46) (+26.71) (+44.69) (+19.06) (+49.17)

Data are shown as mean+SD or number (n). Abbreviations: CLL: chronic lymphocytic leukemia; aCLL: atypical chronic lymphocytic leukemia; MZL: marginal zone lymphoma; LPL:

lymphoplasmacytic lymphoma; MCL: mantle cell lymphomas; FL: follicular lymphoma; HCL: hairy cell leukemia; BL: Burkitt lymphoma; DLBCL.: diffuse large B-cell lymphoma.



Table 2. Ki-67 expression on mature B-cell neoplasms, separated by disease.

CLL aCLL LPL HCL MCL FL MZL BL DLBCL

(n=94)  (n=b) (n=9) (n=2) (n=9) (n=5) (n=19) (n=2) (n=2)

Ki-67" / CD19" (% of total events)  1.63 1.67 0.81 0.99 1199 328 156 3579 3810
(#1.32) (¥2.07) (£0.70) (£0.95) (16.72) (+2.84) (#1.25) (¥3157) (+30.17)
MFI of Ki-67 in CD19" events 73 46 7.8 8.8 63.3 21.3 9.0 501.6  210.6

(+12.0) (#1.7) (¢38) (¢13) (£1141) (£32.9) (£50) (+490.8) (+55.9)

Data are shown as mean£SD. Abbreviations: CLL: chronic lymphocytic leukemia; aCLL: atypical chronic lymphocytic leukemia; MZL: marginal zone lymphoma; LPL: lymphoplasmacytic

lymphoma; MCL: mantle cell lymphomas; FL: follicular lymphoma; HCL.: hairy cell leukemia; BL: Burkitt lymphoma; DLBCL.: diffuse large B-cell lymphoma.
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9.1. STROBE STATEMENT— Ki-67 EXPRESSION IN MATURE B-CELL
NEOPLASMS: A FLOW CYTOMETRY STUDY
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Item ) Page
No Recommendation No
Title and abstract 1 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term in the title 79
or the abstract
(b) Provide in the abstract an informative and balanced summary of 80
what was done and what was found
Introduction
Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for the investigation 81
being reported
Objectives 3 State specific objectives, including any prespecified hypotheses 81
Methods
Study design 4 Present key elements of study design early in the paper 81
Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, including periods ~ 81-82
of recruitment, exposure, follow-up, and data collection
Participants 6 (a) Give the eligibility criteria, and the sources and methods of 81
selection of participants
Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential 81-82
confounders, and effect modifiers. Give diagnostic criteria, if
applicable
Data 8* For each variable of interest, give sources of data and details of 82
sources/measurement methods of assessment (measurement). Describe comparability of
assessment methods if there is more than one group
Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias 81-82
Study size 10 Explain how the study size was arrived at 81
Quantitative variables 11 Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If 82
applicable, describe which groupings were chosen and why
Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those used to control 82
for confounding
(b) Describe any methods used to examine subgroups and NA
interactions
(c) Explain how missing data were addressed NA
(d) If applicable, describe analytical methods taking account of NA
sampling strategy
(e) Describe any sensitivity analyses NA
Results
Participants 13*  (a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg 82

numbers potentially eligible, examined for eligibility, confirmed
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eligible, included in the study, completing follow-up, and analysed

(b) Give reasons for non-participation at each stage NA
(c) Consider use of a flow diagram NA
Descriptive data 14*  (a) Give characteristics of study participants (eg demographic, 82
clinical, social) and information on exposures and potential and
confounders 88
(b) Indicate number of participants with missing data for each NA

variable of interest

Outcome data 15*  Report numbers of outcome events or summary measures 82

Main results 16  (a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted NA
estimates and their precision (eg, 95% confidence interval). Make
clear which confounders were adjusted for and why they were

included

(b) Report category boundaries when continuous variables were NA

categorized

(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into NA

absolute risk for a meaningful time period

Other analyses 17 Report other analyses done—eg analyses of subgroups and NA

interactions, and sensitivity analyses

Discussion

Key results 18  Summarise key results with reference to study objectives 83

Limitations 19 Discuss limitations of the study, taking into account sources of 83-
potential bias or imprecision. Discuss both direction and magnitude 84
of any potential bias

Interpretation 20  Give a cautious overall interpretation of results considering 84
objectives, limitations, multiplicity of analyses, results from similar
studies, and other relevant evidence

Generalisability 21 Discuss the generalisability (external validity) of the study results 84

Other information

Funding 22 Give the source of funding and the role of the funders for the present 85
study and, if applicable, for the original study on which the present

article is based

*Give information separately for exposed and unexposed groups.
N/A: not applicable.
Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological

background and published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is best used in conjunction

with this article (freely available on the Web sites of PLoS Medicine at http://www.plosmedicine.org/, Annals of
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Internal Medicine at http://www.annals.org/, and Epidemiology at http://www.epidem.com/). Information on the

STROBE Initiative is available at www.strobe-statement.org.
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10. CONSIDERAQC)ES FINAIS

A expressdo de BTK se mostrou similar dentre os casos e controles incluidos neste
trabalho, ndo sendo identificada nenhuma variavel associada com a expressdo ou com a
intensidade de expressdao deste marcador. Mais estudos sdo necessarios para avaliar possiveis
alteracGes na expressdo de BTK pelas células neopléasicas ao longo do tratamento de DLPC-B.

A avaliacdo da expresséo de Ki-67 mostrou diferencas significativas entre as DLPC-B
incluidas neste estudo. Neoplasias consideradas mais agressivas apresentaram maior
expressdo de Ki-67 comparadas a neoplasias de curso clinico indolente. A intensidade de
expressao de Ki-67 foi associada a intensidade de expressdo de CD38, marcador associado a
pior prognostico em estudos com LLC. Mais estudos sdo necessarios para validar a avaliagcdo
deste marcador por técnica de citometria de fluxo e torna-lo parte da rotina para diagnostico
de neoplasias hematoldgicas por esta metodologia.

A citometria de fluxo é uma técnica rapida que permite a analise simultanea e
individualizada de diversos parametros em células neoplasicas ou normais, as quais podem ser
obtidas a partir de liquidos ou tecidos corporais. A Unica desvantagem apresentada em relacéo
a imunohistoquimica é a perda da estrutura de organizacéo celular em tecidos sélidos, nestes

casos deve ser utilizada como técnica complementar.
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11. PERSPECTIVAS FUTURAS

Apos a conclusdo deste trabalho, ficam como possibilidades de trabalhos futuros a
avaliacdo da expressdo de BTK em LLA B e comparacdo com a expressao em precursores
linfoides B (hematogdnias), 0 monitoramento da expresséo de BTK ao longo do tratamento de
DLPC-B e correlagdo dos achados com curso clinico e resposta terapéutica, bem como a
avaliacdo da expressdo de Ki-67 por citometria de fluxo em outras neoplasias hematoldgicas e
correlagdo com demais achados imunofenotipicos e a validacdo da metodologia para deteccdo
da expressdo de Ki-67 por citometria de fluxo, por meio de estudo comparativo com técnica

de imunohistoquimica, de modo a possibilitar seu uso em pesquisa e na rotina laboratorial.
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12. ANEXOS
12.1. CARTA DE APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA 14-0104 NO

CEP/HCPA

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGCAO

COMISSAO CIENTIFICA

A Comisséo Cientffica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre analisou o projeto:

Projeto: 140104
Data da Versdo do Projeto:

Pesquisadores:

GUSTAVO ADOLPHO MOREIRA FAULHABER
FLAVO BENO FERNANDES

ANA PAULA ALEGRETTI

NATALIA AYDOS MARCONDES

Titulo:  Avaliagéo da expresséo de BTK e STAT3 em doengas linfoproliferativas cronicas de
linhagem B por citometria de fluxo

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos, metodolgicos, logisticos e financeiros para
ser realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Esta aprovagdo estd baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestao
em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto néo participaram de qualquer etapa do processo de avaligéo
de seus projetos.

- O pesquisador devera apresentar relatérios semestrals de acompanhamento e relatério final ao Grupo
de Pesquisa e Pés-Graduagéo (GPPG)

Porto Alegre, 31 de margo de 2014,

rof. Edyardg/Pandolfi Passos
Coordgngdior GPPG/HCPA
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12.2. PROTOCOLO DE CITOMETRIA DE FLUXO

12.2.1. PREPARO DAS SOLUCOES

1 —Lyse/fix buffer 5x: diluir com &gua destilada ou deionizada para se obter uma solucéo 1x e
pré-aquecer a solugdo a 37°C. Solugdo preparada: tampéo de lise/fixacdo 1x.

2 — BD Pharmingen TF fix/perm buffer 4x (parte do Transcription Factor Buffer Set): inverter
a solucdo estoque cinco vezes para homogeneizar. Diluir a solucéo utilizando o BD
PharmingenTF diluent buffer para se obter um volume de 1x na solucéo de trabalho. Utilizar
a solucgdo até 1 hora ap6s o preparo. Manter em gelo ou geladeira durante o protocolo de
marcacao intracelular. Solugéo preparada: tampao de fixacdo/permeabilizacdo 1x.

3 —BD Pharmingenperm/wash buffer 5x (parte do Transcription Factor Buffer Set): inverter a
solucdo estoque cinco vezes para homogeneizar. Diluir a solu¢do usando dgua deionizada para
se obter um volume de 1x na solugdo de trabalho. A solugdo pode ser armazenada por até uma
semana entre 2°C e 8°C. Manter em gelo ou geladeira durante o protocolo de marcacao

intracelular.Solucdo preparada:tampéo de permeabilizacdo/lavagem 1x.

12.2.2. MARCAGCAO DAS CELULAS

1 —Pipetar um volume de amostra que contenha cerca de 1.000.000 células em um tubo de
poliestireno, 20pL de CD45 FITC e 20uL de CD19 APC, incubar a temperatura ambiente por
20 minutos.

2 —L.isar os eritrocitos e fixar as células pela adigdo de 20x o volume utilizado de amostra do
tampéo de lise/fixagdo 1x, incubar por 10 minutos a 37°C.

3 —Centrifugar a amostraa 2.500 RPM por 5 minutos, aspirar o sobrenadante e lavar a amostra
com tampdo fosfato salino (PBS).

4 — Centrifugar a amostra a 2.500 RPM por 5 minutos, aspirar o sobrenadante e ressuspender
a amostra por 3 segundos utilizando um vortex.

5 — Adicionarl mL de tampdo de fixagao/permeabilizacdo 1x, incubar a amostra por 45
minutos a 2-8°C, protegido da luz.

6—Adicionar 1 mL de tampd&o de permeabilizacdo/lavagem 1x, centrifugar a amostra a 2.500
RPM por 5 minutos, aspirar o sobrenadante.

7 — Adicionar 2 mL de tampé&o de permeabilizacdo/lavagem 1x, centrifugar a amostra a 2.500
RPM por 5 minutos, aspirar o sobrenadante.

8—-Adicionar 200 uL de tampéo de permeabilizacdo/lavagem 1x a amostra, pipetar 20uL de
BTK PE e 5uL de Ki-67 PerCP-Cy5.5, homogeneizar no vortex durante 10 segundos, incubar
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por 45 minutos a 2-8°C, protegido da luz. * Realizar a marcacdo com Ki-67 PerCP-Cy5.5
somente nos pacientes com diagnostico de DLPC-B (casos).

9 —~Homogeneizar a amostra, adicionar 2 mL de tampé&o de permeabilizacdo/lavagem 1X,
centrifugar a 2.500 RPM por 5 minutos, aspirar o sobrenadante.

10-Adicionar 2 mL de tampé&o de permeabilizacdo/lavagem 1x, centrifugar a amostra a 2.500
RPM por 5 minutos, aspirar o sobrenadante. Ressuspender a amostra em 350 pL de PBS e

adquirir em seguida.

12.2.3. AQUISIGCAO E ANALISE DOS GRAFICOS

Adgquirir pelo menos 50.000 eventos em um citémetro de fluxo BD FACSCalibur™ de
quatro cores, utilizando o software BD CellQuest™ Pro, apés procedimento diario de controle
de qualidade (calibrador BD Calibrite™). Analisar os graficos com o software Cytopaint
Classic 1.1 — selecionar a regido de linfocitos B pela distribuicdo FSC x SSC (tamanho e
complexidade) e pela expressdo de CD19" e CD45™"; avaliar o percentual de expressdo de

BTK e Ki-67 e a IFM dos marcadores. Anotar os resultados no banco de dados.
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