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Resumo

O Linfoma de Burkitt € um Linfoma ndo Hodgkin, muito agressivo, descrito pela

primeira vez por Denis Parson Burkitt em 1958.

Ao microscopio exibe um padrdao monomorfico de células neoplasicas de tamanho
médio (12u), com um nlcleo redondo ou oval, varios nucléolos, citoplasma basofilico e varios
vacuolos de conteldo lipidico. Este padrao de células é interrompido por macrofagos que dao
as laminas uma aparéncia em céu estrelado. Caracteristicamente as amostras do Linfoma de
Burkitt apresentam um elevado turn-over celular (Ki67>95%), sendo o tempo de duplicacao
celular de 24-48h.

O Linfoma de Burkitt expressa um fendtipo de linfocitos B maduros (IgM+, CD19+,
CD20+, CD22+, CD79a+, CD23-, ciclinaD1-, TdT-) e um fenoétipo de células oriundas do centro
germinativo (Bcl-6+, CD10+, Tcl-1+, CD38+, Mum-1-, CD44-, CD138- e Bcl-2-). A imagem de
marca do Linfoma de Burkitt sao as translocacoes do gene c-MYC que causam a
hiperexpressao do gene e promovem o crescimento e divisao celular. A t(8;14) entre c-Myc e
IgH é a mais caracteristica e representa 80% dos casos. A t(2;8) entre c-Myc e Igk, e a t(8;22)
entre c-Myc e IgA representam os restantes 20% dos casos. Associada as translocacoes de c-
Myc podem também haver mutacdes cooperantes envolvendo as vias p53, BIM, PUMA e
PI3K/AKT/mTOR.

O Linfoma de Burkitt tem trés variantes clinicas associadas, a endémica, a esporadica
e a variante associada a imunodeficiéncia. A endémica é mais frequente na Africa equatorial,
com forte associacdo a infeccao por Plasmodium falciparum. Representa 90% dos linfomas
infantis e normalmente surge aos 4-7 anos. 90-100% das células tumorais sdao positivas para o
Virus de Epstein Barr. A variante esporadica é mais comum na Europa e EUA, representa
apenas 3-6% de todos os processos malignos infantis e surge em criancas mais velhas, 10-12
anos. Cerca de 20% das células sao positivas para o Virus de Epstein Barr. A variante associada
a imunodeficiéncia surge em doentes seropositivos para o Virus de Imunodeficiéncia Humana
e outros doentes imunodeprimidos, representando 25-40% dos Linfomas nao Hodgkin em
doentes seropositivos para o Virus de Imunodeficiéncia Humana. Nestes doentes o Linfoma de
Burkitt normalmente surge com contagens de linfocitos CD4+ altas, >200 células/pL, sendo
raro com contagens de linfocitos CD4+ inferiores a 50 células/pyL. 30-50% das células sao

positivas para o Virus de Epstein Barr.

O Linfoma de Burkitt tem uma forte relacao com o Virus de Epstein Barr, este Ultimo
parece promover nos linfocitos infectados o crescimento e divisao celular. Nas células do

Linfoma de Burkitt, o Virus de Epstein Barr exprime o padrdao de Laténcia I, contudo nao é
v
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claro como é que este padrao contribui para a linfomagénese, sendo que algumas moléculas

de miRNA parecem desempenhar um papel.

Normalmente os doentes com Linfoma de Burkitt apresentam multiplas massas
tumorais. A apresentacao classica do Linfoma de Burkitt € a de um tumor mandibular de
crescimento rapido, porém estdao descritas outras formas de apresentacdo. Na variante
endémica as apresentacdes envolvendo a face representam 50-60% dos casos, e as
apresentacdes abdominais 50% dos casos. Na variante esporadica a apresentacao abdominal é
a mais frequente e as massas faciais representam apenas 15-30% casos. Nos doentes com
Linfoma de Burkitt associado a imunodeficiéncia ha normalmente envolvimento dos ganglios
linfaticos, do sistema nervoso central e da medula oOssea. E relativamente comum os doentes
com Linfoma de Burkitt apresentarem sinais e sintomas de sindrome de lise tumoral, e niveis
plasmaticos de lactato desidrogenase e de acido Urico altos (sinbnimo de alto turnover

celular).

Nos paises em desenvolvimento, o diagnostico é principalmente feito pela clinica e
avaliacao histoldgica. Nos paises desenvolvidos pode-se, ainda, recorrer a imunohistoquimica

e a um conjunto de meios complementares de diagndstico e tratamento mais amplos.

Nos Ultimos anos, a analise dos perfis de expressao genética tem ganho uma crescente
importancia, em especial para o diagnostico diferencial com outros linfomas nao-Hodgkin,
como o Linfoma difuso de grandes células B e o Linfoma de células B inclassificavel com
caracteristicas intermediarias entre o Linfoma difuso de grandes células B e o Linfoma de
Burkitt. Também se devem considerar no diagndstico diferencial outros tumores da face (e.g.
sarcoma, carcinomas, melanomas), e outros tumores intra-abdominais (e.g. Tumor de Wilms e

neuroblastoma).

Palavras-chave

Denis Parson Burkitt; Linfoma de Burkitt endémico/esporadico/associado a imunodeficiéncia;
Virus Epstein Barr; Plasmodium falciparum; Virus de Imunodeficiéncia Humana; c-Myc; Padrao

céu estrelado; Ki67>95%; translocacao t(8;14); Linfoma difuso de grandes células B.

Vi

Valter Rocha| Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior



Abstract

Burkitt s Lymphoma is a very aggressive Non-Hodgkin Lymphoma, first described by
Denis Parson Burkitt, in 1958.

Under the microscope, Burkitt's Lymphoma displays a monomorphic pattern of
medium size cells (12p) with a round or oval nucleus, several nucleoli, basophilic cytoplasm
and numerous vacuoles of lipid content. This pattern is disrupted by macrophages that create
a starry-sky appearance. Typically the samples from Burkitt s Lymphoma have a high cellular
turn-over (Ki67> 95%), and cell doubling time of 24-48h.

Burkitt s Lymphoma expresses a mature B cell phenotype (IgM +, CD19 +, CD20 +,
CD22 +, CD79a +, CD23-, ciclinaD1-, TdT-) and a germinal center cell phenotype (Bcl-6 +,
CD10 +, Tcl-1 +, CD38 +, Mum-1-, CD44-, CD138-and-Bcl-2). The hallmarks of Burkitt's
lymphoma are the translocations of c-MYC gene that cause an overexpression of the gene
promoting cell growth and division. The t(8; 14) between c-Myc and IgH is the most
characteristic and represents 80% of cases. The t(2; 8) between c-Myc and Igk, and the t(8,
22) between c-Myc and IgA represent the remaining 20% of cases. Associated with c-Myc
translocation’s there can also exist cooperating mutations in the p53, BIM, and PUMA
PI3K/AKT/mTOR pathways.

The Burkitt's lymphoma is associated with three clinical variants, the endemic, the
sporadic and the immunodeficiency associated variant. The endemic variant is most common
in equatorial Africa, with a strong association with infection by Plasmodium falciparum. It
represents 90% of infant lymphomas and usually appears in children around 4-7 years. 90-100%
of the tumor cells are positive for the Epstein Barr Virus. The sporadic variant is more
common in Europe and USA, it represents 3-6% of all childhood malignancies and appears in
older children, 10-12 years. About 20% of the cells are positive for the Epstein Barr Virus. The
immunodeficiency associated variant appears in HIV-positive patients and other
immunosuppressed patients, accounting for 25-40% of non-Hodgkin lymphomas in HIV-positive
patients. In these patients, Burkitt's lymphoma usually arises with high CD4+ lymphocytes
counts, > 200 cells/pL, and it is rare with CD4+ lymphocytes counts below 50 cells/pL. 30-50%

of the cells are positive for the Epstein Barr Virus.

Burkitt's lymphoma has a strong relationship with the Epstein Barr virus. The virus
appears to promote cell growth and division in infected lymphocytes. In Burkitt's lymphoma
cells, Epstein Barr virus expresses the latency | program, however it is not clear how this

program contributes to the lymphoma genesis, some miRNA molecules appear to play a role.

vii
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Typically patients with Burkitt's lymphoma have multiple tumor masses. The classic
presentation of Burkitt's lymphoma is a fast growing mandibular tumor, but other forms of
presentation are described. In endemic variant presentations involving the face represent 50-
60% of the cases, and abdominal presentations 50% of the cases. Abdominal presentation is
the most frequent in the sporadic variant, and facial masses represent only 15-30% of the
cases. In patients with immunodeficiency associated Burkitt's lymphoma the lymph nodes,
central nervous system and bone marrow are usually involved. It is relatively common for
patients with Burkitt's lymphoma to present signs and symptoms of tumor lysis syndrome, and
high plasma levels of lactate dehydrogenase and uric acid (synonymous for a high cellular

turnover).

In developing countries, the diagnosis is primarily made by clinical and histological
evaluation. In developed countries, the diagnosis can also be made using

immunohistochemistry and a more complete set of diagnostic and radiologic procedures.

In recent years, the analysis of gene expression profiles has gained increasing
importance, especially for the differential diagnosis with other non-Hodgkin lymphomas such
as diffuse large B-cell lymphoma and B-cell lymphoma, unclassifiable, with features
intermediate between diffuse large B-cell lymphoma and Burkitt lymphoma. It should be also
considered in the differential diagnosis other facial tumors (e.g. sarcoma, carcinoma,

melanoma) and other intra-abdominal tumors (e.g. neuroblastoma and Wilms tumor).

Keywords

Denis Parson Burkitt; Endemic/Sporadic/Immunodeficiency associated Burkitt Lymphoma;
Epstein Barr Virus; Plasmodium falciparum; Human Immunodeficiency Virus; c-Myc; Starry sky

pattern; Ki67>95%; translocation t(8;14); Diffuse large b-cell lymphoma.
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LCM - Linfoma de Células do Manto

LDGCB - Linfoma Difuso de Grandes Células B

LDH - Lactato Desidrogenase

LEP - Linfoma de Efusao Primario

LMP-1 - Latency Membrane Protein - 1

LMP-2 - Latency Membrane Protein - 2
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1. Introducao

O Linfoma de Burkitt (LB) foi classificado pela Organizacao Mundial de Saide (OMS)
como uma entidade clinica em 1969. Contudo a sua histéria comeca em 1910 com Albert Cook
(1870-1951), provavelmente o autor da primeira descricao do Linfoma de Burkitt e o primeiro

missionario médico no Uganda (1).

O LB deve o seu nome ao cirurgido irlandés Denis Parsons Burkitt (1911-1993) que
dedicou grande parte da sua actividade cientifica ao estudo desta patologia. D. Burkitt nasceu
na localidade de Enniskillen, na Irlanda do Norte, em 1911. Formou-se em medicina no Trinity
College (Dublin) e trabalhou varios anos no Mulago Hospital no Uganda (2, 3). Em 1958,
publicou o artigo “A Sarcoma involving the jaws in African Children” no British Journal of
Surgery (4), onde descreve uma série de casos de criancas com tumores mandibulares que
tinham sido assistidas no Mulago Hospital. Apesar de erroneamente ter descrito os tumores
como sarcomas, este o artigo corresponde a primeira descricao clinica publicada de casos de
LB. Dois anos mais tarde, Gregory O Connor, um patologista norte-americano, identificou

estes casos como se tratando de linfomas (5).

O LB é um Linfoma nao Hodgkin (LNH), muito agressivo. As células neoplasicas
derivam de linfocitos B maduros com origem nos centros germinativos, expressam a
imunoglobulina de superficie (IgM), sdo positivas para CD19, CD20, CD22, CD79a, Bcl-6, CD10,
Tcl-1 e CD38 e negativas para CD23, ciclina D1, TdT, Mum-1, CD44, CD138 e Bcl-2 (6). Ao
microscopio optico, as amostras de LB exibem um caracteristico padrao em céu estrelado,

com uma elevada percentagem de células em divisao (Ki67>95%) (7).

O LB caracteriza-se pela translocacao e desregulacdo do gene c-Myc no cromossoma
8, gene responsavel por regular uma série de processos celulares como o crescimento celular,
a divisao celular e a apoptose. A primeira translocacao a ser descrita foi a translocacao
t(8;14), por Zech et al. em 1975 (8). Esta presente em 80% dos casos de LB, sendo que os
restantes 20% estdo associados as translocacdes t(2;8) e t(8;22). Como resultado das
translocacdes ocorre a hiperexpressao de c-Myc (9). O LB apresenta outras mutacoes

associadas, sendo que aproximadamente um terco exibe mutacdes em p53 (10).

Ha trés variaveis clinicas associadas ao LB, a endémica mais frequente em Africa, a
esporadica que surge normalmente na Europa e EUA, e a variante associada a
imunodeficiéncia que surge em doentes seropositivos para o Virus de Imunodeficiéncia
Humana (VIH) e outros doentes imunodeprimidos. Os casos descritos por D. Burkitt (4) em
1958 correspondem a casos da variante endémica. Estas variantes, apesar de similares do

ponto de vista histoldgico, apresentam diferencas na clinica e epidemiologia. A variante
1
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endémica tem uma forte associacdo ao Virus de Epstein Barr (VEB) e a infeccao por

Plasmodium falciparum.

O VEB, o primeiro virus a ser descoberto com potencial oncogénico em humanos, foi
identificado em amostras de LB por Michael Anthony Epstein, Yvonne Barr e Bert Achong em
1964 (11), contudo o seu papel no LB nao esta totalmente esclarecido. O VEB parece
promover o crescimento e divisdo dos linfocitos infectados, aumentando o risco de ocorréncia
de uma translocacdo. A infeccao por P. falciparum parece exercer um efeito sinergético a

accao do VEB.

Um outro virus associado ao LB é o VIH, contudo o papel deste virus no processo de
linfomogénese é pouco entendido e contra-sensual, uma vez que normalmente o LB
desenvolve-se em doentes VIH+ com contagens de linfocitos CD4+ altas (>200 células/pL),
sendo raro com contagens de linfocitos CD4+ inferiores a 50 células/pL (12, 13). O LB € uma

das doencas definidoras do Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA).

Nas regides endémicas, o LB representa cerca de 50% dos tumores malignos e 90% dos
linfomas diagnosticados em criancas com um pico de incidéncia aos 6 anos de idade (14). Na
maioria das criancas o tumor surge na face, envolvendo principalmente a mandibula e os
ossos da face, e no abdomen (15). A variante esporadica representa 1-2% dos linfomas no
adulto, e cerca de 40% dos linfomas em criancas nos Estados Unidos da América (EUA) e
Europa. Nestes casos a apresentacdo abdominal € a mais frequente (16). Nos doentes VIH+ o
LB representa 30-40% dos LNH, surgindo em geral em locais ganglionares, medula 6ssea ou

como uma massa extra-ganglionar no abdomen (16).

O LB é a neoplasia humana com um crescimento mais rapido (7, 17), podendo duplicar
de tamanho em 24 horas (7). O diagnostico é realizado através da analise histologica,
imunofenotipo, e andlise das translocacdes. Sendo o diagnoéstico diferencial feito

principalmente com o Linfoma difuso de grandes células B (LDGCB).

O tratamento do LB, em criancas e adultos, deve ser iniciado no prazo maximo de 48h
apos o diagnostico (7). Apesar de nao ser um tumor frequente em Portugal, é importante para
os clinicos, em especial os que contactam com criancas, estarem conscientes da existéncia e
das caracteristicas do LB. Qualquer demora na instituicdo da terapia pode prejudicar o
prognostico da doenca. Se diagnosticado atempadamente e se for instituido um esquema
rigoroso de tratamento, é de esperar taxas de sobrevida de 100% em criancas e de 75-85% em

adultos, nas fases iniciais da doenca (7, 17).

A constatacdo da necessidade de um rapido diagnostico, aliado ao facto de a
informacao sobre o tema ser escassa em Portugal e na generalidade da bibliografia adoptada
pelas escolas médicas, foram os factores preponderantes na escolha deste tema para a

elaboracao desta monografia.
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Objectivos

Para a realizacao desta monografia assumimos como objectivos:

1.

Descrever a morfologia classica do LB, as variantes morfologicas, o imunofenotipo

e as translocacdes cromossomicas associadas;

Descrever as trés variantes clinicas do LB, a epidemiologia, a clinica e outros
aspectos associados a cada uma das variantes, em particular a relacao com a

infeccao por P. falciparum e com a infeccao pelo VIH;

Descrever a relacdo do VEB com o LB, identificar os padroes de laténcia virais e o

papel das proteinas virais na patogénese do LB;

Descrever o papel de c-MYC e de outras mutacdes associadas na patogénese do
LB;

Descrever a clinica do LB e as complicacdes clinicas associadas;
Descrever a abordagem diagndstica a adoptar na suspeita de LB;

Identificar os diagnédsticos diferenciais a ter em conta na suspeita de LB.
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3. Métodos

Na elaboracao desta monografia, efectuamos uma pesquisa bibliografica nas bases de
dados PubMed (http://www.pubmed.com), Biblioteca do Conhecimento Online
(http://www.b-on.pt) e PubMed Central Canada (http://pubmedcentralcanada.ca/pmcc/)

”, & ” “

com a associacao da palavra “Burkitt” com as palavras “Lymphoma”; “endemic”, “sporadic”,

“Immunodeficiency associated lymphoma”, “EBV”, “HIV”, “Plasmodium falciparum”, “c-
MYC” e “diffuse large b-cell lymphoma”. A pesquisa foi realizada entre 5 de Dezembro de

2013 e 20 de Janeiro de 2014.

Nao houve restricdo de data, porém houve restricao dos idiomas para portugués,
espanhol e inglés. Foram seleccionados os artigos de acesso livre gratuito que se mostraram

relevantes e em alguns casos foram consultadas as referéncias bibliograficas desses artigos.

Foi também realizada uma pesquisa bibliografica em livros da especialidade e foram
consultados os sites Medscape (http://emedicine.medscape.com/) e Uptodate

(http://www.uptodate.com/pt/home).
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4, Linfoma de Burkitt - Morfologia,

Imunofendétipo e Genética

O LB é um LNH, composto por células monomorficas de tamanho médio e com um
imunofenotipo de células B maduras e de células oriundas do centro germinativo.
Geneticamente, as caracteristicas mais marcantes sdao as translocacdes de c-MYC sendo a
t(8;14) a mais frequente. LB é um linfoma bastante agressivo, com um tempo de duplicacao
celular entre 24-48 horas (7). Historicamente, apresenta-se como uma massa extra-ganglionar
de crescimento rapido junto ao angulo da mandibula, mas pode ter outras apresentacoes. Sao
reconhecidas 3 variantes clinicas, a endémica (LBe), a esporadica (LBs) e a associada a
imunodeficiéncia (LBi) que diferem na distribuicao geografica, apresentacdo clinica e

associacao com agentes infecciosos (18).
4.1 Morfologia

4.1.1 Padrao céu estrelado

As biopsias do LB apresentam um padrao monomorfico de células neoplasicas de
tamanho médio (12u), com um padrao de crescimento difuso e com varias figuras mitoticas
visiveis. Apresentam um nucleo redondo ou oval, com cromatina imatura, finamente granular
e varios nucléolos basofilicos paracentrais. O citoplasma é basofilico, devido a grande
quantidade de RNA, observando-se varios vactolos de conteldo lipidico (Figura 2) (18, 19).
Este padrao de células é interrompido por macrofagos que dao a percepcao de pequenos
pontos de luz num céu escuro, padrao em céu estrelado, caracteristico do LB (Figura 1) (18).
Este padrao nao é especifico do LB e pode ser observado em outros linfomas com taxas de
crescimento rapidas, como por exemplo o LDGCB, o Linfoma B Linfoblastico (LBL) ou
o Linfoma Plasmoblastico (LPb) (18, 19).

Os macrofagos fagocitam os corpos apoptoticos derivados do elevado turn-over
celular caracteristico do LB (Ki67>95%) (Figura 1). A proteina Ki67 esta presente em todas as
fases do ciclo celular, excepto na fase GO, deslocando-se durante a mitose para a camada
pericromossomal. Estas caracteristicas permitem a sua utilizacdo como marcador de
proliferacao (20). A taxa de proliferacdo alta ndao é exclusiva do LB, porém sdo poucos os
linfomas que apresentam um index kié7 tao elevado. O LDGCB e o LPb podem apresentar
index ki67>90% (10).
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Uma outra caracteristica dos tecidos do LB é o escasso tecido de suporte fibrovascular
e a presenca de areas de necrose. Como a formacdo de tecidos de suporte e de vasos
sanguineos nao é capaz de acompanhar o elevado indice de proliferacao celular, formam-se

areas de degeneracao celular e necrose. Se a biopsia for realizada a partir de uma destas

areas de necrose pode haver dificuldade no diagnostico do LB (10).

Figura 1 - Histopatologia do LB. A - Padrao céu estrelado, as pontas de seta assinalam os macrdfagos
(x200); B - A mesma imagem em maior ampliacdo, seta assinala um macréfago (x400); C - Células de LB

marcadas para Ki6é7 (x400). Imagem original de Hecht, J. L., reproduzida com autorizacao (9).

Figura 2 - Aspirado de Medula Ossea num doente com LB, é visivel um conjunto de células grandes
mononucleares com o citoplasma preenchido por vacuolos lipidicos. Imagem original de Ghasem

Janbabai, distribuida sob os termos da Creative Commons Attribution License (21).
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4.1.2 Variantes morfologicas

Em alguns casos apesar de a clinica, imunofenotipo e caracteristicas moleculares
apontarem para um caso do LB, as amostras de tecido exibem um maior pleomorfismo

nuclear.
a) Burkitt-like ou Burkitt atipico

As células neoplasicas apresentam um maior pleomorfismo nuclear e os nucléolos sao
mais proeminentes e em menor nimero (18). E mais frequente nos casos de LB em adultos
(19).

b) LB com diferenciacao plasmocitoide

As células exibem uma diferenciacao plasmocitoide, com citoplasma amplo e

basofilico, nicleo excéntrico, por norma com um so6 nucléolo central. Pode ser observado

em criancas mas € mais frequente em individuos imunodeprimidos (18, 22).

Figura 3 - LB num doente VIH+. As células exibem uma aparéncia plasmocitoide (H & E, 400x). Imagem

original de Jonathan W. Said, reproduzida com autorizacao (23).
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4.2 Imunofenétipo

A marcacdo das células tumorais com anticorpos € importante para distinguir o LB de
outros LNH, e para demonstrar a origem do LB a partir de Linfocitos B maduros e de células

do centro germinativo.
4.2.1 Fendtipo de células B maduras

As células neoplasicas do LB derivam de Linfécitos B maduros, expressam a
imunoglobulina de superficie (IgM), sdao positivas para CD19, CD20, CD22 e CD79a, e sao
negativas para CD23, ciclina D1 e TdT (19, 22).

CD19 (positivo)

CD19 faz parte da superfamilia de imunoglobulinas. E uma glicoproteina de cadeia
simples presente na superficie de linfocitos B e células dendriticas foliculares do sistema
hematopoiético crucial no desenvolvimento, activacdo e diferenciacdo de linfécitos B. E um
dos marcadores mais precoces da linhagem B, sendo expresso em todas as fases da maturacao
de células B (24).

CD20 (positivo)

CD20 é uma fosfoproteina nao glicosada de aproximadamente 33 kD que é expressa
em linfocitos B maduros e células pré-B. Age como um receptor durante a activacdo e
diferenciacdo de células B. A sua expressao é importante para o diagnostico diferencial entre
LB e LPb (CD20-; padrao céu estrelado; Ki67 elevado; EBER +) (24).

CD22 (positivo)

CD22 é uma glicoproteina integral da membrana do tipo 1. A sua expressao surge
precocemente na diferenciacdo dos linfocitos B, aproximadamente no mesmo estagio da

expressao do antigeno CD19 (24).
CD79a (positivo)

O receptor de células B (RCB) é um complexo formado pelas imunoglobulinas de
membrana, IgM e IgD, e por duas cadeias peptidicas, CD79a e CD79b, que se associam de
modo nado covalente e tém como funcdo dar inicio a sinalizacdo intracelular apos interaccéo
das imunoglobulinas com o antigeno. CD79a surge na célula pré-B e persiste até a
diferenciacdo em plasmocito. CD79a é expresso na maioria das leucemias agudas e linfomas

de células B. Nao é expresso em células T (24).
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CD23 (negativo)

0O CD23, receptor de baixa afinidade para IgE, é uma glicoproteina de membrana de
45 kD que se encontra presente numa subpopulacdo de células do sangue periférico, linfocitos
B, linhas celulares linfoblastoides B transformadas pelo VEB, mondcitos e células dendriticas.

As células do LB nao expressam CD23 (24).
Ciclina D1 (negativo)

As ciclinas do tipo D sdao uma familia de proteinas que regulam a actividade das
quinases dependentes de ciclina na fase G1 do ciclo celular. A ciclina D1, uma proteina com
uma massa molecular de 36 kD, também é conhecida como PRAD1 ou Bcl-1. A sua expressao
maxima ocorre num ponto critico na segunda metade da fase G1 do ciclo celular. A Ciclina
D1, localizada em 11g13, tem a sua expressdao aumentada nos linfomas de células do manto
(LCM) devido a translocacao cromossdmica t(11;18), e também em aproximadamente 30 por

cento dos cancros de mama (24).
TdT (negativo)

A enzima TdT (terminal deoxyribonucleotide transferase) cataliza a insercao de N-

nucleotideos e apenas esta activa na célula pré-B (rearranjo dos genes VH) (24).

4.2.2 Fendtipo de células oriundas do centro germinativo

As células do LB apresentam um fenotipo de células oriundas do centro germinativo.
Sao positivas para Bcl-6, CD10, Tcl-1 e CD38, e negativas para Mum-1, CD44, CD138 e Bcl-2 (o
LDGCB também apresenta marcadores positivos para origem no centro germinativo) (19, 22).
Em alguns casos do LB pode haver uma expressao ténue de Bcl-2 e de Mum-1, o que indica
uma origem mais heterogénea a partir do centro germinativo. Por norma, estes casos surgem

associados ao LBs ou mais frequentemente ao LBi (25, 26).
Bcl-6 (positivo)

Bcl-6 é essencial para o normal desenvolvimento dos linfocitos-B. A sua expressao
previne a inducao da apoptose por ATM e TP53, em resposta aos rearranjos de DNA que
ocorrem durante o processo de hipermutacdo somatica e o processo de mudanca de is6topo

de imunoglobulina (24).
CD10 (positivo)

O CD10, também chamado neprilisina, é uma metaloendopeptidase da superficie
celular com 100 kD que inactiva uma variedade de peptideos biologicamente activos. E
expresso em varios tecidos e células nao linfoides, como células mioepiteliais de mama e

9
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fibroblastos, assim como na superficie de uma ampla variedade de células neoplasicas (e.g.
Linfoma de Burkitt) (24).

Tcl-1 (positivo)

A superexpressao de Tcl-1 esta implicada no desenvolvimento da leucemia de células
T maduras. Em condicdées normais Tcl-1 esta expresso em células T CD4-/CD8-, mas ndo em
células em fases posteriores da diferenciacao. Tcl-1 funciona como um co-activator da AKT
quinase (24). No caso do LB, a expressao de Tcl-1 parece estar dependente da infeccao pelo

VEB que promove a sua expressao e induz alteracdes genéticas e epigenéticas adicionais (27).
CD38 (positivo)

CD38 é uma glicoproteina transmembranar tipo Il com um peso molecular de
aproximadamente 46 kD. E uma enzima com as atividades da ADP-ribosil ciclase, ADP-ribose
ciclica hidrolase, NAD glico-hidrolase e esta envolvida na formacao e hidrélise de cADPR, um
segundo mensageiro que regula a mobilizacdo de fons Ca’" intracelulares. Esta presente em
células imaturas das linhagens de células B e T, timocitos, células pré B, células B do centro
germinativo, células plasmaticas secretoras de Ig, monocitos, células NK, células precursoras
das linhagens eritréide e mieldide na medula 6ssea e cérebro (24). Nao esta presente na

maioria dos linfdcitos no sangue periférico. Esta associado a doenca de Alzheimer (24).
Mum-1 (negativo)

MUM-1 (oncogene de mieloma multiplo 1) foi originalmente identificado por causa de
seu envolvimento na translocacdo t(6:14) observada no mieloma maultiplo, que causa a
sobreposicdo do gene MUM-1 com o locus da cadeia pesada IgH. MUM-1 é expresso nos
estagios finais da diferenciacdo de célula B (plasmocito) e em células T activadas.
Consequentemente é Util como um marcador para auxiliar na identificacdo da transicdo de
BCL-6 positivo (células B do centro germinativo) para CD138 positivo (plasmocitos e
imunoblastos). A expressao de MUM-1 ocorre em uma ampla variedade de neoplasias
linfoides, em células de mieloma, células de Reed Sternberg e no Linfoma de Hodgkin classico
(24).

Bcl-2 (negativo)

Bcl-2 € um membro de uma familia de proteinas que estdo envolvidas na apoptose.
Bcl-2 é uma proteina integral da membrana mitocondrial interna, de 25 kD. Actua como
inibidora da apoptose e por esta razao, a sua expressao esta inibida em células dos centros
germinativos. Em 90% dos linfomas foliculares, ocorre a translocacao t(14;18) (q32;q921) que
sobrepde o gene bcl-2 (18g21), ao gene de imunoglobulina (14q32). Esta translocacao t(14;18)
desregula a expressao do gene Bcl-2, aumentando a sintese da proteina Bcl-2, favorecendo a

proliferacao das células linfoides em relacao as células normais (24).
10
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CD44 (negativo)

CD44 (H-CAM) é uma glicoproteina transmembranar, de 80-95 kD. E um receptor de
superficie para o hialuronato, sugerindo uma funcdo na regulacdo das interacdes dos
substratos da célula, assim como nos processos de migracdo celular. A expressdao de CD44 esta
descrita em células T, células B, mondcitos, granulocitos, eritrécitos e mais fracamente em
plaquetas. Outros tipos de células positivas para CD44 incluem as células epiteliais, células

gliais, fibroblastos e miocitos (24).
CD138 (negativo)

CD138 é uma glicoproteina transmembranar expressa em diferentes estagios de
diferenciacdo de células linfaticas normais tais como células pré-B, células B imaturas e
plasmocitos produtores de imunoglobulinas. Também é expressa no epitélio estratificado e
simples. A perda de expressao CD138 em células atipicas é tida como um evento prematuro
da oncogénese. A principal utilidade de CD138 é como marcador imuno-histoquimico para a

quantificacdo de plasmocitos (24).

4.2.3 Expressao de CD21

CD21 é uma glicoproteina membranar, com uma massa molecular de 140 kD e que
funciona como receptor para o fragmento C3d do complemento e como receptor para o virus
Epstein-Barr. CD21 esta presente nas leucemias linfoides cronicas de células B e em um
subconjunto de leucemias linfoides agudas de células T, estando ausente nos linfocitos T,
monocitos e granulécitos. Também é expresso em células dendriticas foliculares e nos
linfomas de células do manto e foliculares, leucemias maduras e linfomas (24). No LB a
expressdao de CD21 é variavel, podendo ser expresso em alguns casos associados a variante

endémica (22).
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4.3 Citogenética

A imagem de marca do LB ¢ a desregulacéo e hiperexpressao do gene e da proteina c-
Myc que pode dever-se a translocacoes Ig-Myc (Figura 4). A translocacao do gene c-MYC da
banda g24, no cromossoma 8 para a regiao da cadeia pesada da imunoglobulina (IgH) no
cromossoma 14, banda q32 (t(8;14)), ocorre em sensivelmente 80% dos casos de LB (19, 28).
Dos restantes casos, 15% correspondem a translocacbes com a cadeia leve kappa (lgk),
cromossoma 2, banda 12p (t(2;8)) e 5% a translocacdes com a cadeia leve lambda (IgA),
cromossoma 22, banda 11q (t(8;22)) (19).

As translocacdes que ocorrem em c-myc resultam de erros induzidos pela enzima AID
(Activation Induced Cytidine Deaminase) durante a hipermutacdo somatica e durante o
mecanismo de mudanca do isotipo da imunoglobulina (Class Switch Recombination, CSR),
processos que ocorrem nos centros germinativos em células B activadas apds exposicdo a um
antigénio (13, 29).

Em um terco dos casos de LB co-existem anomalias cromossomicas no gene de p53,
banda 17p. p53 € um promotor da apoptose sendo provavel que estas alteracdes contribuam

para a tumorogénese, na medida em que a apoptose fica comprometida (19).

A presenca de translocacdes de Ig-Myc/Bcl2 e, ou Bclé, (linfomas double-hit/triple-
hit) exclui o diagndstico de LB. Estas sao translocacées normalmente associadas a cariotipos

complexos. 10% dos LB nao apresentam translocacées Ig-Myc (30).

O papel de c-Myc na patogenicidade do LB é abordado mais adiante.
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Figura 4 - Translocacoes c-Myc-Ig no LB.

(A) Representacao das trés translocagdes c-Myc-lg no LB. Na translocacgao classica, t(8;14), o gene c-myc
¢é colocado em aposicao ao locus da cadeia pesada da imunoglobulina (IgH) no cromossoma derivativo 14
(14g+). Nas translocagdes variantes (t(2;8) e t(8;22)) os loci de cadeia leve sao colocados nas
proximidades do gene c-myc no cromossoma derivativo 8 (8g+). A orientacdo do segmento translocado

em cada cromossoma derivativo esta assinalada com um asterisco.

(B) Dual-color Fluorescent In Situ Hybridization (FISH). Os diagramas a direita exibem as posicoes das
regides telomerica (vermelho) e centromerica (verde) de c-myc, e a posicao esperada das sondas no
cromossoma. A esquerda, dual-color FISH de um espécime de LB, a separacao fisica dos sinais verde e

vermelho é observada e indicativa das translocagoes.

Imagem original de Hecht, J. L. reproduzida com autorizacao (9).

4.4 Perfil de Expressao Genética (PEG)

A analise por microarranjo de perfis de expressao genética (PEG) do LB tem tido
crescente importancia nos ultimos anos, tendo vindo a demonstrar que o LB é uma entidade
Unica, diferente de outros linfomas de células B. Actualmente representa uma ferramenta
importante no diagnostico do LB, contudo normalmente nao é usada devido ao elevado custo

econdmico que lhe esta associado. A analise dos PEG permite:
1. Confirmar o diagndstico clinico e morfoldgico de LB (31, 32);

2. Identificar os casos duvidosos e fazer o diagnéstico diferencial com outros LNH que

também exibem mutacées em Myc como o LDGCB ou o Linfoma de células B

13

Valter Rocha| Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior



Linfoma de Burkitt - Etiologia, Epidemiologia e Clinica

inclassificavel com caracteristicas intermediarias entre o LDGCB e o LB (LB/LDGCB)
(31, 32);

3. Prever a resposta dos doentes ao tratamento (31, 32).

Recentemente verificou-se que as trés variantes clinicas de LB exibem diferencas nos
PEG, sendo que LBe e LBi sao similares, apenas com diferencas subtis mas consistentes

relativamente a LBs (33).

4.5 Adipofilina

Como ja referido anteriormente as células neoplasicas do LB apresentam varios
vacuolos citoplasmaticos de conteldo lipidico. Estes vaclolos ndo podem ser observados nas
laminas histologicas por causa dos processos de fixacdo e inclusao, contudo a analise
citologica por aspiracdo de agulha fina permite visualizar os vacUolos citoplasmaticos e o seu
conteldo lipidico (Figura 2). A presenca destes vacUolos sugere que a biossintese dos lipidos

esta alterada no LB.

O gene ADPF codifica a proteina adipofilina, que esta envolvida no transporte de
acidos gordos e na preservacao do conteldo celular de triacilglicerois. A expressao desta
proteina encontra-se aumentada nas células do LB e, usando um anticorpo monoclonal
dirigido contra a adipofilina, é possivel localizar esta proteina nos vaclolos citoplasmaticos do
LB em 96% dos casos (34). Ambrosio, M. R. et al (2012) verificaram que as células do LB se
caracterizavam por apresentar forte imunoreactividade, com uma alta expressao de
adipofilina no citoplasma celular e clusters de adipofilina junto a membrana nuclear externa,
enquanto que as células de LDGCB nao apresentavam expressao de adipofilina. Os casos

intermédios entre LB e LDGCB apresentavam uma fraca imunoreactividade (Figura 5) (34).

Estes achados sugerem que a adipofilina podera ser usada no diagndstico do LB e no

diagnostico diferencial com LDGCB (34).
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Figura 5 - Imunofixacao de Adipofilina em casos de LB e nao-LB.
(A) LB com padrao em céu estrelado (H&E, x200).

(B) Células neoplasicas do LB exibindo forte imunofixacdo para Adipofilina; o controlo positivo é feito

com macrofagos (setas) (x200); caixa: imagem ampliada de um macrofago (x400).

(C) Linfoma agressivo de caracteristicas intermédias entre o LB e o LDGCB, com um padrao de
proliferacao difuso, células de tamanho médio/grande, contornos nucleares irregulares e nucléolos
relativamente grandes. Sao visiveis alguns macrofagos e pequenos linfocitos (padrao céu estrelado)
(H&E, x200).

(D) Imunofixacdo de Adipofilina correspondente ao caso exibido em C. As células neoplasicas
apresentam fraca imunoreactividade (x200).

(E) LDGCB (H&E, x200).
(F) Imunofixacao de Adipofilina correspondente ao caso exibido em E totalmente negativa (x200).

Imagem original de Ambrosio, M. R. et al, distribuida sob os termos da Creative Commons Attribution
License (34).
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5. Variantes Clinicas do Linfoma de
Burkitt

O LB é dividido em 3 variantes:
e Endémico (LBe);
e Esporadico (LBs);
e Associado a imunodeficiéncia (LBi).

Genericamente as trés variantes podem-se distinguir pela populacdo onde sdo mais
frequentes. O LBe surge maioritariamente em criancas residentes na Africa equatorial, o LBs
em criancas e adultos residentes em outros locais do planeta, e o LBi em individuos

imunodeprimidos.

5.1 Linfoma de Burkitt - Endémico (LBe)

5.1.1 Padrao de distribuicao

O LB apresenta um padréo de distribuicdo endémico em Africa, tendo sido D. Burkitt a
identificar as areas onde o linfoma esta presente com maior incidéncia, no artigo
“Determining the climatic limitations of a children’s cancer common in Africa”, em 1962
(Figura 6) (35).

Figura 6 - Mapa da distribuicao/incidéncia do LB publicado por D. Burkitt, em “Determining the climatic
limitations of a children s cancer common in Africa”, 1962. Reproduzido com autorizacao (35).
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Clima apropriado para Malaria endémica
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Figura 7 - Distribuicao da Malaria endémica em Africa. Mapa original de MARA/ARMA (36).

A sobreposicao do mapa epidemiolégico da Malaria em Africa (Figura 7) com o mapa
das zonas identificadas por D. Burkitt (Figura 6), revela que os dois mapas sao coincidentes. A
relacdo do LB com a Malaria foi descrita primeiramente por G. Dallford, em 1964, quando
verificou que no Quénia as zonas com taxas de incidéncia mais altas para Malaria e para o
Linfoma Burkitt eram coincidentes (37). Goma, em 1965, fez uma observacao similar, analisou
dois distritos do Uganda e verificou que o LB surgia tendencialmente em comunidades
proximas (até 1 milha) de fontes de agua, como lagos e pantanos, locais onde os mosquitos
(vectores para Malaria) se reproduziam (38). Durante os anos seguintes varios estudos foram
desenvolvidos a fim de provar a relacdo entre a malaria e o LB. Hoje sabe-se que a infeccao
por P. falciparum causa a supressao do sistema imunitario nas criancas, permitindo que o VEB

estimule a transformacao maligna de células linfoides.

A variante endémica do Linfoma de Burkitt (LBe) é

encontrada na Africa equatorial, Brasil e Papua Nova Guine (39).
A zona designada de “Limphoma belt” corresponde a uma area
que se estende ao longo da Africa central, 15° a Norte e 15° Sul
do Equador, onde ha um clima quente e himido (mais de 50 cm de

precipitacdo anual), onde a malaria é endémica e onde as

infeccoes por VEB sao adquiridas em idade jovem (Figura 8) (39).

Figura 8 - Limphoma belt.

Reproduzido com autorizacao.
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5.1.2 Distribuicao etaria e apresentacao

Nas regides endémicas, o LBe representa cerca de 50% dos tumores malignos e 90%
dos linfomas diagnosticados em criancas. Normalmente surge entre os 4 e os 7 anos de idade,
com um pico de incidéncia aos 6 anos, sendo mais frequente em criancas do sexo masculino
(relac@o masculino:feminino, 2-4:1) (14). E frequente as criancas apresentarem-se com

doenca multifocal (15).

Em 77,65% dos casos o tumor surge na face (15), envolvendo principalmente a
mandibula e os ossos da face. Geralmente apresenta-se como uma massa indolor de rapido
crescimento, que pode levar a deformacdo das estruturas adjacentes, como mandibula,
maxilar, olho, dentes, etc (16, 40). As massas abdominais, por norma multiplas, representam
69,19% dos casos de LBe (15). O trato gastrointestinal, o figado e o rim sado algumas das
estruturas abdominais afectadas (16, 40). O aparecimento do tumor nas mamas, ocorre em
criancas mais velhas e esta associado a puberdade, gravidez e lactacdo (41, 42). Em alguns
casos pode haver envolvimento do SNC, sendo mais comum em criancas entre os 11-15 anos
(43). Algumas criancas podem apresentar-se com paraplegia, consequéncia da compressao
externa da dura mater pela massa tumoral, ou do envolvimento directo da espinal medula
(44). E frequente as criancas com LBe apresentarem-se malnutridas e com outras co-infeccdes

como malaria e bilharziase (39).

A tabela seguinte exibe as formas de apresentacao em criancas com idade inferior a

18 anos, com diagnostico de LB no “Uganda Cancer Institute”, entre 1985 e 2005 (15).

Tabela 1 - Formas de apresentacao de criancas com idade inferior a 18 anos, com diagnostico de LB, no
“Uganda Cancer Institute” (1985 a 2005) (15).

Local Nimero de casos % de casos
Tumor da face 945 77.65 %
Doenca Abdominal 842 69.19 %
Linfadenopatia generalizada 512 42.07 %
Massa hepatica 460 37.80 %
Massa ovario (n=451 raparigas) 145 32.15 %
Massa testicular (n= 766 rapazes) 32 4.18 %
Massa renal 193 15.86 %
Pleocitose maligna 147 12.08 %
Compressao da medula espinal 132 10.85 %
Envolvimento toracico 60 4.93 %
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Tabela 1 - (continuacao)

Local Numero de casos Percentagem de casos
Envolvimento 6sseo 58 4.77 %
Efusao pleural 44 3.62 %
Tumor mediastinico 13 1.07 %
Massa mamaria 11 0.90 %
Envolvimento do parénquima pulmonar 11 0.90 %

O aparecimento de LB em adultos numa area endémica é incomum. Quando tal se
verifica é importante avaliar o estado imunitario destes doentes uma vez que o aparecimento

do LB em adultos esta associado a infeccao por VIH (39).
5.1.3 Papel das infeccoes pelo Virus Epstein Barr e Plasmodium falciparum

A primo-infeccao por P. falciparum normalmente surge ao longo do primeiro ano de
vida e atinge o pico de incidéncia aos 5 anos de idade (14). Apesar do P. falciparum nao ser
considerado um agente oncogénico, parece desempenhar um papel importante no
desenvolvimento do LB. Nas regides onde a Malaria é holoendémica, verifica-se que o risco de
uma crianca desenvolver LB é maior comparativamente com as regides onde nao existe
Malaria. As criancas entre 1 e os 5 anos de idade tém um maior risco de morbilidade e
mortalidade associada a infec¢des por P. falciparum, uma vez que sO apos varios anos de
exposicao continua é que a infecgao por P. falciparum induz uma imunidade protectora (14).
Este facto é relevante porque o pico de incidéncia do LBe, aos 6anos, ocorre logo apds este
periodo (45). Como resultado das infeccbes recorrentes por P. falciparum estas criangas
apresentam uma constante carga antigénica elevada e o sistema imunitario esta em constante
stess (46). Estudos recentes mostram que as reinfeccdes cronicas e as cargas antigénicas
elevadas induzem alteracdes na homeostase dos linfocitos B de memoria, com a formacéo de

células B de memoria atipicas, hiporesponsivas (47).

O VEB existe como uma infeccao persistente em Linfocitos-B ao longo da vida do
hospedeiro, sendo esta infeccao controlada por Linfocitos T CD4+ e CD8+. Particulas virais do
VEB podem ser encontradas em células malignas do LBe, com taxas proximas dos 100% (48).
Nas criancas africanas verifica-se que a primo-infeccao por VEB ocorre em grupos etarios mais
jovens, comparativamente com criancas europeias e norte-americanas. Aos 2 anos de idade

virtualmente todas as criancas africanas estao infectadas com VEB (49).

A infeccao por malaria parece induzir a reactivacao do VEB latente, uma vez que

durante episdédios agudos de Malaria, o nimero de Linfécitos B infectados pelo VEB aumenta.
19

Valter Rocha| Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior



Linfoma de Burkitt - Etiologia, Epidemiologia e Clinica

Estas criancas apresentam um valor basal mais alto de titulos do VEB, um valor muito préximo
do observado em individuos com infeccdo aguda de mononucleose, indicativo de um maior

numero de Linfocitos-B latentes infectados (50).

Ha dois mecanismos que explicam o numero elevado de titulos do VEB observado: a
reactivacao e infeccdo de novos linfocitos B, e a expansdao do nimero de Linfocitos B
infectados. Os eritrocitos infectados por P. falciparum sao eliminados no baco, um 6rgéo rico
em Linfocitos B, havendo alta probabilidade de os eritrocitos infectados com P. falciparum
contactarem com Linfocitos B (VEB+). Os eritrocitos infectados expressam na sua superficie o
antigénio CIDRa (Cysteine-rich interdomain region 1a), que tem a capacidade de se ligar a
células B e induzir a reactivacao do VEB, com libertacdo de virides e infeccao de Linfocitos-B
naive (51). Em alternativa, o P. falciparum também pode actuar como um mitogeno de
células B (52), uma vez que expressa na sua superficie um ligando para o TLR-9 (Toll-Like
receptor 9) que é expresso na superficie de Linfocitos B. A activacado da via de sinalizacdo do
TLR-9 promove a proliferacdo de linfécitos B (52) e induz a activacdo da enzima AID nestes
linfocitos (53). O nimero elevado de titulos do VEB é relevante uma vez que o VEB expressa
na sua superficie a LMP-1 (Latency Membrane Protein - 1), que interage com a DNA
metiltransferase, resultando na modificacdo epigenética e subregulacdo do gene pro-

apoptotico Bim, tornando os linfdcitos B resistentes a apoptose (54).

Apesar destes mecanismos, o sistema imune deveria ser capaz de identificar e
destruir as células oncogénicas, infectadas com VEB, através de mecanismos dependentes dos
Linfocitos T. Contudo os individuos que vivem em areas holoendémicas de malaria tém estes
mecanismos comprometidos. Estudos demonstram que as criancas que vivem em areas
endémicas de malaria tém uma menor resposta especifica ao VEB, via IFN-y, comparadas com
criangas que vivem noutras areas. Isto sugere que a infeccdo por P. falciparum contribui para
a perda de imunidade especifica, ao induzir o colapso da resposta via Linfocitos T CD8+
(mediada por IFN-y) (49).

A conjugacao dos factores, infeccoes repetidas por P. falciparum, homeostase das
células B afectada, aumento dos titulos virais de VEB, expansdao do nimero de Linfocitos B
latentes resistentes a estimulos apoptoticos e comprometimento da imunidade mediada por

células T, parece ser o mecanismo pelo qual a malaria aumenta o risco de LB.
5.1.4 Outras co-infeccoes

As plantas Euphorbiae tirucalli e Jatropha curcas sao comuns nas areas onde o LB é
endémico. A seiva destas plantas contém esteres de diptereno que podem activar o VEB
latente e induzir rearranjos cromossomicos em cerca de 10% dos Linfocitos B (39). Os
Arbovirus e o parasita schistossoma foram também associados ao LBe (39, 55). A relacao

destas co-infeccdes com o LB é ténue e carece de mais estudos.
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5.2 Linfoma de Burkitt - esporadico (LBs)

Apds a descricao inicial de casos de LB realizada por D. Burkitt em 1958, inimeros
outros autores descreveram casos similares de LB em outros locais do planeta. Os primeiros
casos foram descritos nos meados dos anos 60, na Europa e EUA, por patologistas que os
identificaram como “linfomas histologicamente indistinguiveis do LB africano”. Estes achados
vieram demonstrar que o LB se podia dividir em dois grupos. O maior, LB endémico (ou
africano), incluia um conjunto de casos associados a uma peculiar distribuicao geografica,
limitados a uma regido africana onde havia uma elevada taxa de incidéncia. Todos os outros
casos eram comparados com o primeiro grupo e designados de esporadicos, ou por qualquer
um dos seguintes sindnimos: nao endémicos, nao africanos, americanos, LB nao endémico de

clima temperado, néo tropical, atipico, ou nao classico.
5.2.1 Distribuicao geografica, etaria, e por género

O LBs é mais frequente em regides temperadas. Na Europa Ocidental e Estados Unidos
da América o LBs representa apenas 1% a 2% dos LNH em adultos, e em criancas representa 3-
6% de todos os processos malignos infantis (7). A idade média de diagnostico em criancas é
aos 12 anos (mais tarde que no LBe) (7). Nos individuos do sexo masculino o LBs apresenta
uma distribuicdo trimodal, com trés picos de incidéncia aos 10, 40 e 70 anos, e nos individuos
do sexo feminino uma distribuicdo bimodal, com picos de incidéncia aos 10 e 70 anos (13).
Quer nos adultos, quer nas criancas a incidéncia € maior no sexo masculino, com uma relacao
de 2:1 (13).

5.2.2 Apresentacao

A apresentacdo mais comum é a abdominal, nomeadamente no ileo terminal, cego e
ganglios linfaticos intra-abdominais. Outros locais também podem estar envolvidos como os
ovarios, rins, pancreas e figado (56). Os sintomas abdominais normalmente sdo inespecificos
(dor abdominal, nauseas, vomitos, obstrucao intestinal) (10). O aparecimento de massas
tumorais mamarias nao é raro, ocorrendo, a semelhanca do LBe, quase exclusivamente em
mulheres no inicio da puberdade ou que estao a amamentar. O envolvimento do SNC e espinal
medula é mais frequente que no LBe, sendo normalmente a medula o6ssea atingida nos casos
de doenca terminal. A apresentacao pura como leucemia, com envolvimento da medula dssea
e blastos-B circulantes semelhantes a células de Burkitt, é rara (10). Ndao é comum a
apresentacao sob tumores mandibulares (56). Os sintomas B estao presentes em um terco dos
doentes a apresentacao (10). A tabela 2 compara as percentagem dos locais de apresentacdo

do LB entre as variantes endémica e esporadica (56).
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Tabela 2 - Locais de apresentacao do LB (variantes endémica versus esporadica) (56)

Abddémen 58 % 91 %
Maxilar 58 % 7%
Orbita 1% 1%
Sistema Nervoso Central 19 % 14 %
Medula ossea 7% 20 %
Paraespinal 17 % 2%
Faringe 0% 10 %
Efusao pleural 3% 19 %
Ganglios linfaticos 9% 13 %
Osso 8% 9%
Testiculos 2% 6%

5.2.3 Associacao com o VEB

Verifica-se uma grande variabilidade regional. Os casos LBs que surgem nos EUA e
Europa apresentam taxas VEB+ na ordem dos 20-30% (6, 48), enquanto que a India, Nordeste

Brasileiro e Egipto apresentam taxas VEB+ de 80% (48).
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5.3 Linfoma de Burkitt associado a imunodeficiéncia (LBi)

0 desenvolvimento de linfomas é relativamente raro na populagao imunocompetente,
contudo os individuos seropositivos para o VIH apresentam uma maior propensao para o
desenvolvimento de linfomas. Aproximadamente 4% dos individuos com SIDA apresentam um

LNH aquando o diagnostico (57).
5.3.1 Linfomas relacionados com SIDA

Os Linfomas associados ao SIDA podem ser divididos em trés categorias:
1. LNH sistémico;

2. Linfoma Primario do Sistema Nervoso Central (LPSNC);

3. Linfoma de efusédo primario (LEP);

O linfoma mais comum é o LNH sistémico, seguido pelo LPSNC, sendo o LEP o mais
raro. Histologicamente as variantes mais comuns sao o LDGCB e o LB. Cerca de 75% dos LNH
num doente VIH+ sao LDGCB e cerca de 25-40% sao LB (57). Nos EUA 5% dos LDGCB e 20% dos

LB surgem em doentes com SIDA (10).

A presenca de LB num doente VIH+ é uma das doencas definidoras de SIDA,
independentemente da contagem de linfocitos T CD4+. O LB normalmente surge com
contagens de linfocitos CD4+ altas, >200 células/pL, sendo raro com contagens de linfocitos
CD4+ inferiores a 50 células/pL. A implementacdo da terapéutica anti-retrovirica de alta
eficacia (HAART) nao reduz o risco de LB nestes doentes, apesar de diminuir o risco para os
restantes LNH (12, 13).

5.3.2 Distribuicao etaria e por género

Nos individuos VIH+ o LB é mais comum no sexo masculino e apresenta uma

distribuicao bi/tri-modal semelhante ao LBs (13).

O LB também surge em individuos com imunodeficiéncias congénitas - Sindrome
linfoproliferativo ligado ao cromossoma X - e individuos receptores de transplantes
homologos, geralmente despois de um longo periodo apds o transplante (58). Neste ultimo
grupo a maioria dos pacientes com LB sao receptores de o6rgaos solidos, mas o LB também

pode surguir em individuos transplantados com células estaminais (16).
5.3.3 Apresentacao

Os LNH apresentam-se em doentes VIH+ de uma forma mais agressiva

comparativamente com VIH-. De uma forma geral os LNH associados a imunodeficiéncia, onde
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se inclui o LB, apresentam-se como neoplasias de alto-grau (40-60%), com apresentacao
extra-ganglionar (80%), em estadio avancado (60-70%), com sintomas B presentes e uma baixa
taxa de sobrevivéncia (média 7 - 8 meses) (10). A terapia HAART nao tem influéncia nas

manifestacoes clinicas do LBi (13).
5.3.4 Caracteristicas patoldgicas

A apresentacao histologica classica em céu estrelado esta presente nos casos de LBe e
na maioria dos casos de LBs em criangas, contudo apenas esta presente numa minoria de
adultos com LBs e LBi. Das duas variantes morfologicas aceites, a variante plasmocitica esta
bastante associada a infeccdao pelo VIH e representa cerca de 20% dos LNH (10). A
apresentacao histoldgica classica representa apenas 15% dos casos com contagem de linfdcitos
T CD4+ <100 células/pL (12). Contudo qualquer que seja a variante morfologica, as células
neoplasicas expressam IgM de superficie, CD19, CD20, CD22, CD79a, CD10, CD43, Bcl-6 e nao
expressam CD5, CD23, CD138, Bcl-2, TdT. A taxa de proliferacao (Ki67) deve ser >95% (10).

5.3.5 Patogénese

A patogénese do LBi nao é clara. Verificou-se que a frequéncia das translocacdes c-
myc esta aumentada em doentes assintomaticos VIH+, e que os doentes VIH+ exibem uma alta
expressdao da enzima AID em células monoclonais do sangue periférico, 8 anos antes do
desenvolvimento de LB (10, 13). Estes dados sugerem que o VIH promove a expressao da
enzima AID, que por sua vez induz a ocorréncia de translocacdes Ig/MYC em clones de
linfocitos B nos centros germinativos. Como o risco de LB diminui com a diminuicao de células
CD4+, nos doentes VIH+ (13), foi sugerido que seria necessario um nimero minimo de
Linfocitos T CD4+ para “salvar” da apoptose os clones de linfocitos B malignos (58). Apesar
desta teoria ser apelativa carece de evidéncias e nao explica o papel do VEB, ja que 30-50%
dos LBi sao positivos para o VEB, nem explica como surge LB em doentes transplantados ou

com imunodeficiéncias congénitas, nem como surgem os outros LNH em doentes VIH+.
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5.4 Porqué trés variantes clinicas?

A existéncia de trés variantes clinicas pode dever-se ao diferente estagio de
maturacao das células B no momento em que ocorre a transformacao maligna e a influéncia
do VEB. Relativamente ao primeiro aspecto, verificou-se recentemente que os casos de LBe e
LBi apresentam um maior nimero de erros associados a fenomenos de hipermutacdo somatica
comparados com os casos de LBs (59), sugerindo que as células que originarias do LBe e do LBi
encontravam-se num estagio de maturacdao mais avancado. Quanto a influéncia do VEB,
verificou-se que os casos de LB VEB+ apresentam taxas mais altas de erros associados a
fendmenos de hipermutacao somatica, em particular erros na regido variavel dos genes de IgH
(59). Estes dados sugerem que os casos de VEB- surgem a partir de centroblastos, enquanto
que os casos VEB+ surgem mais tarde no desenvolvimento das células B, provavelmente a
partir de células de memoria ou de células do centro germinativo em fases mais tardias de

maturacao (59).

As diferencas verificadas nos pontos de quebra das translocacdes de Ig-Myc e nos
perfis de expressao genética (59) das trés variantes podem também justificar as diferentes
caracteristicas epidemioldgicas e clinicas de cada uma das variantes. Contudo ainda nao se

chegou a um consenso para a explicacdo da existéncia das trés variantes clinicas.
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6. Virus Epstein-Barr

Na primeira metade dos anos 60, D. Burkitt era muitas vezes convidado a dar
palestras em Universidades europeias sobre o Linfoma de Burkitt. Apds ter assistido a uma
dessas palestras, M.A. Epstein mostrou-se interessado na possibilidade de um virus,
transportado por vectores, ser a causa de um linfoma. M.A. Epstein solicitou entao a D.
Burkitt que lhe enviasse algumas amostras de tecido para a sua investigacao que passava por
fazer crescer células do LB in vitro e procurar depois com o auxilio de um microscopio
electrénico a presenca de um virus. Foi na 1.2 linha celular derivada de células tumorais,
designada por “Epstein-Barr 1” que pela primeira vez foi possivel observar um novo virus
herpes humano, o VEB (3, 11). Esta descoberta foi publicada em 1964, na revista The Lancet,
sobre o titulo “Virus particles in cultured lymphoblasts from Burkitt s Lymphoma” (11). O VEB
ou Herpesvirus tipo 4, é um virus da familia Herpesviridae e foi o 1.° virus a ser descoberto

com potencial oncogénico em humanos.
6.1 Epidemiologia

A infeccao por VEB pode ser transmitida por via oral (e.g. saliva, objectos
contaminados) ou por transfusao de sangue e estimando-se que 90% dos adultos em todo o
mundo estejam infectados pelo VEB (20). Nos paises nao desenvolvidos, com piores condicoes
socioeconomicas, a infeccao por VEB ocorre em idades consideravelmente mais baixas. Por
exemplo, no Uganda 80% das criancas sao seropositivas para VEB com 1 ano de idade (20) e
em Kisimu no Quénia 35.3% das criancas estdo infectadas com VEB antes dos 6 meses de idade
(49). Nas criancas mais novas a primo-infeccdo pode ocorrer de modo subclinico ou com
sintomas inespecificos de uma doenca respiratoria. Contudo, em criancas mais velhas e
adolescentes, a resposta imunologica a infeccao origina uma maior sintomatologia,
manifestando-se a primo-infeccdo como mononucleose infecciosa (ocorre em 25-75% dos

individuos e geralmente com uma evolucdo benigna) (48).
6.2 Caracteristicas gerais

O VEB é um virus com invélucro, com uma capside icosaédrica de 10nm, e com um
nucledide formado por proteinas e pelo genoma (DNA linear de cadeia dupla) (54). E
considerado um virus linfotropico B, ou seja infecta preferencialmente linfocitos B, embora
também pode infectar linfocitos T e células epiteliais (48). Os virides do VEB ligam-se pela
glicoproteina do involucro gp350/300 aos receptores celulares CR2 (CD21) (receptor para o
fragmento C3d do complemento) dos linfocitos B. Esta ligacdo permite a fusdo do invélucro
com a membrana celular e a entrada da nucleocapside no citoplasma dos linfocitos B (48, 54).

A ligacdo entre a glicoproteina gp42 do involucro e o complexo major de histocompatibilidade
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(MHC) classe Il é usada como co-factor. Nas células epiteliais a infeccdo do virus ocorre por
uma via CD21-independente, uma vez que estas nao expressam o receptor CD-21 (48). A

expressao de CD21 nas células do LB é variavel (22).
6.3 Programas de transcricao viral

6.3.1 Fase Litica

Numa primo-infeccdo o VEB infecta em primeiro lugar as células epiteliais da
orofaringe. No citoplasma da célula infectada ocorre a descapsidacdo e consequente
deslocacao do material genético viral para o nicleo da célula onde se inicia o padrao de
infeccao litico, com libertacdao de virides (18, 43). A transcricdo do DNA viral pela RNA
polimerase ocorre em trés etapas: imediata, precoce e tardia (60). Na primeira etapa
(imediata) ha a sintese de proteinas de regulacdo, que promovem o inicio do ciclo litico; na
segunda etapa (precoce) sdao expressos genes para a sintese das enzimas necessarias para a
replicacdo do DNA e sintese de novas moléculas de DNA-viral; na terceira etapa (tardia) ha
producao de mRNA para sintese de proteinas estruturais (48, 60). Segue-se a sintese e reuniao
das proteinas estruturais, encapsidacao do genoma virico no nicleo, aquisicdo do involucro
(através da passagem pela membrana nuclear) e saida dos virides da célula por gemulacdo

(60). Esta sequéncia permite a amplificacao do virus.
6.3.2 Fase de Laténcia

Os novos virides infectam preferencialmente linfocitos B naive (IgM+IgD+) presentes
nas estruturas linféides adjacentes, como o Anel Waldeyer. Nestas células o VEB permanece
em laténcia, ou seja, nao ha producao de novos virus e o VEB associa-se ao genoma dos
Linfocitos B como epissoma (18). Quando em laténcia, o VEB expressa um numero limitado de
genes: 6 proteinas nucleares (EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-3C e EBNA-LP), 3
proteinas latentes de membrana (LMP-1, LMP-2A, LMP-2B), 2 pequenos RNA nédo codificadores
(EBER1 e EBER2) e transcritos de RNA da regiao BAMHI-A (BARTSs) (18).

Consoante o perfil de expressdo genética quatro principais programas de laténcia

foram postulados, Laténcia |, Il, lll e O (tabela 3).
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Tabela 3 - Proteinas virais expressas em cada um dos programas virais (61).

Programa de ’
Proteinas expressas

Tipo de Célula B

Funcao

Laténcia
T Todos os EBNA, EBERs, LMP-1, . . ,
Laténcia llI LMP-2A, BARFO Naive Activar a célula B
. EBNA-1, EBERs, LMP-1, LMP-2A,  Células do centro Diferenciar celulas B
Laténcia Il N activadas em células de
BARFO germinativo -
memoria
Laténcia 0 Nenhuma Célula de memoria Pfermltlr a persistencia
viral ao longo da vida
Laténcia | EBNA-1, EBERs e BARFO Cfel.ul~a de memoria em P'er'mltlr que o virus se
divisao. divida.
Litico Todos os genes liticos Plasmocito Rephclar.o Virus no
plasmocito
6.3.3 Laténcia lll
O programa de laténcia lll, também designado de programa “crescimento”, surge

quando o VEB infecta linfocitos B naive, promovendo a activacdo destes e a sua

transformacao em imunoblastos (61).

In vitro, a proteina EBNA2 é fundamental para a transformacdo das células B em
imunoblastos e para imortalizacao destas células (48, 62). EBNA2 funciona como activador da
transcricdo para algumas proteinas virais (Cp, LMP1, LMP2) assim como para algumas
proteinas celulares (CD21, CD23 e c-Myc) (10, 62). O EBNA2 pode também ligar-se ao Nur77
reté-lo no nlcleo impedindo-o de exercer a sua accao. O Nur77 é um receptor nuclear e um
factor de transcricdo que pode deslocar-se para a mitocondria e ligar-se a Bcl-2, exercendo
um efeito pro-apoptoético, pelo que a sua inactivacdo pelo EBNA2 tem um efeito anti-
apoptotico. O EBNA2 também pode activar o Bfl-1, que tem um efeito anti-apoptdtico por se
ligar e neutralizar o Bim (62). EBNA3A e EBNA3C também tém efeitos importantes in vitro,

sendo capazes de reprimir a expressao de Bim (63).

Os imunoblastos por exprimirem uma série de proteinas virais causam a activacao de
linfécitos T CD8+ e induzem uma resposta imunoldgica (48). E esta resposta imunoldgica que

causa os sintomas da mononucleose infecciosa.
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6.3.4 Laténcia ll

O programa Laténcia Il aparece associado as células do centro germinativo,
centroblastos e centrocitos. Este programa promove a transicao de imunoblastos para células
de memoria. Quando os imunoblastos migram para os foliculos, o VEB passa para o programa
de laténcia Il e passa a expressar apenas 3 proteinas: EBNA1 (necessaria para replicar o DNA
viral), LMP 1 e LMP2 (proteinas de membrana) (61). A expressao de LMP1 e LMP2 ocorre de
forma coordenada. Em primeiro lugar ocorre a expressao de LMP2 que promove a formacao de
um centro germinativo pela célula B. Em seguida ocorre a expressao conjunta de LMP1, que
promove mutacoes nos genes das imunoglobulinas, e de LMP2, que promove o mecanismo de
mudanca do isotipo da imunoglobulina. Por fim, a expressao Unica de LMP1 diminui a

expressao de Bcl6, um sinal para a célula de memoria abandonar o centro germinativo (61).
6.3.5 Laténcia 0/Laténcia |

Na periferia, a célula de memoria infectada deixa de expressar proteinas virais,
Laténcia 0 (apenas ha expressdo de EBERs), e mantém-se como uma célula de memoria
aparentemente normal, nao sendo reconhecida pelo sistema imune (18, 55). Como parte da
homeostasia normal das células de memoria, ocasionalmente a célula infectada divide-se
havendo apenas expressao de EBNA-1 (Laténcia I). Esta proteina assegura a replicacdao do

genoma viral.
A imagem seguinte exibe a sequéncia de etapas atras descritas.

Laténcia Ill Laténcia I/l Laténcia 0

Célula B naive R?serva de
= Centro Células B
Germinativo {meméria)
3 ©
o —_—

VvEE L L @
i 0 cD27
IgM 19G
Resposta de Células T C o
IgA
Tecido Linféide Sangue Periférico

Figura 9 - Infeccao por VEB em linfécitos B

29

Valter Rocha| Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior



Linfoma de Burkitt - Etiologia, Epidemiologia e Clinica

6.4 Manifestacées clinicas, neoplasias associadas ao VEB

Para além da mononucleose infecciosa, o VEB esta também associado a leucoplasia
oral pilosa (60) e a um conjunto de neoplasias. As neoplasias associadas ao VEB resultam de
processos de reactivacao viral, sendo que outros cofactores podem estar presentes, como a
infeccao por Plasmodium falciparum ou a infeccao por VIH. As neoplasias associadas ao VEB
estdo descritas na tabela 4, assim como os diferentes padroes de laténcia viral a elas
associadas (48, 54):

Tabela 4 - Neoplasias associadas ao VEB.

Programa de . .
s Neoplasias associadas

Laténcia
Laténcia | Linfoma de Burkitt, carcinoma gastrico.
A . Linfoma de Hodgkin, linfoma de células T/NK extranodal, tipo nasal e carcinoma
Laténcia Il p
nasofaringeo.
Laténcia Il Linfomas associados a SIDA e doencas linfoproliferativas pos-transplante.

Cada uma destas neoplasias tem um fendtipo celular diferente e padroes de laténcia
viral caracteristicos, sugerindo que a patogenicidade destas neoplasias é distinta, assim como
o papel que o VEB desempenha. A percentagem de casos positivos para VEB também varia

consoante a neoplasia (Tabela 5) (48).

Tabela 5 - Percentagem de casos positivos para VEB consoante a neoplasia.

% Casos
Neoplasia positivos para Comentarios
VEB
Linfomna de Burkitt endémico > 5% A pergentagem de casos negativos, podera estar
associada a casos de LBs.
Grande variacao consoante as regides analisadas.
Linfoma de Burkitt esporadico 20-80% EUA e Europa tem . ta}xas na.orderhn dos 20%;
India, Nordeste Brasileiro e Egipto tém taxas na
ordem dos 80%.
Linfoma de Burkitt associado a 30-50%

imunodeficiéncia
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Tabela 5 - (continuacao)

% Casos
Neoplasia positivos para Comentarios
VEB
Doencas linfoproliferativas pos- > 90%
transplante ?
Linfoma de Hodgkin 20-90% A proporgao varia com a area geo_graflca, idade,
tipo histologico e estado imunologico.

Linfoma de células T/NK .

: 100%
extranodal, tipo nasal
Carcinoma nasofaringeo 100%
Carcinoma gastrico 5-10%

6.5 Programas de Laténcia associados ao LB

In vitro as células do LB expressam o programa de Laténcia Ill, contudo in vivo
expressam o programa Laténcia |. Este programa esta associado apenas a expressao de
EBNA1, EBER1 e EBER2 (pequenos fragmentos de RNA, nao-poliadenilados) e segmentos de
micro-RNA (BART) (63), ndao sendo expressas as proteinas promotoras do crescimento

(Laténcia Ill). Algumas quantidades de LMP-2A foram também descritas em células de LB (64).

Para além do programa Laténcia |, existem mais dois programas de laténcia
associados ao LB. Um deles envolve a expressao das seis moléculas de EBNA, mas ndo de LMP-
1 ou LMP2. E um programa raro e provavelmente uma consequéncia da integracao do genoma
viral no cromossoma celular (54). O outro é o programa de Laténcia Wp. Neste programa, por
razdes ainda ndo esclarecidas, € usada uma regido promotora alternativa do VEB, a regiao
Wp, que conduz a expressdo de EBNA-3A/B/C na auséncia de EBNA-2 e LMP-1/2. E um
programa relativamente comum e esta presente em 15% dos casos de LBe (54). As células com
este programa expressam BHRF1, uma proteina viral que ndo é expressa nos outros programas
de laténcia e que é homologa da proteina celular Bcl-2, conferindo as células proteccao

contra a apoptose (54).
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6.5.1 Papel das principais proteinas expressas no LB (Laténcia I)
EBNA1

O EBNA1 é expresso em todos os linfécitos infectados com o VEB. E uma proteina de
tamanho variavel, 60-100kDa, devido a uma sequéncia repetitiva glicina-alanina. Esta
sequéncia inibe o processamento da proteina pelo sistema ubiquitina-proteassoma,

diminuindo o reconhecimento da célula infectada pelos linfocitos T CD8+ (48).

O EBNA tem a capacidade de se ligar a segmentos do DNA viral e promover a
manutencao do episoma viral, replicacdo do DNA e expressdao de genes da fase de laténcia
(EBNAs) (48, 63). Parece também exercer efeitos anti-apoptéticos, uma vez que reduz a
estabilidade de p53 (62, 63).

EBERs

Durante uma infeccao latente do VEB sao expressos pequenos segmentos, nao-
codificantes e nao-poliadenilados de RNA, denominados por EBER 1 (166 nucleotidos) e EBER 2
(172 nucleotidos) (EBV-encoded RNA). Apesar de estarem presentes em grandes quantidades
no LB (10°-10° copias/célula), o seu papel na linfomagénese ndo estd completamente
elucidado (48, 54).

Esta descrito que os EBERs induzem a expressao de IL-10, via a activacdo de RIG-I nas
células do LB (48, 63) e de modo similar também induzem a expressao do Insulin-like growth
factor 1 (IGF-1) nas células do carcinoma nasofaringeo (48). Ambas as moléculas actuam como
factor de crescimento autocrino. E possivel que os EBER possam conferir as células-B
proteccao contra os efeitos pro-apoptoéticos do interferdo-a, contudo este tema tem sido
controverso e carece de mais investigacao (62, 63). Esta também descrito um local de ligacao
para c-myc na regiao promotora de EBER, o que parece sugerir que a expressao de c-myc
induz a sintese de EBERs (63).

LMP2A

O LMP2A influencia a balanca entre os agentes pré/anti-apoptdse e contribui para a
linfomagénese. Os baixos niveis de LMP2A detectados recentemente em amostras tumorais de
LB sugerem que o LMP2A podera proteger estas células da apoptose. (64) O LMP2A induz a via
de sinalizacao do RCB e activa a via de sinalizacao PI3K/Akt/mTOR (48, 62). Isto leva a um
aumento de Bcl-X,, que vai sobrepor-se aos agentes pré-apoptoticos da familia Bcl-2 (e.g. Bim
e PUMA) (62). Igualmente a hiperexpressao de c-MYC em associacao com LMP2A aumenta a

possibilidade de uma mutacao em p53 (62).

Foi sugerido que o LMP2A permite uma inclinacao da balanca a favor dos agentes anti-
apoptose da familia Bcl, numa fase inicial do desenvolvimento do LB (62). Com isto a célula

tolera as mutagcoes em c-myc e com a expansao tumoral consequente aumenta a possibilidade
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de uma mutacdao em p53. Quando a mutacdo em p53 ocorre, a célula tornar-se menos
dependente de LMP2A, o que explicaria o porqué de as amostras de LB apresentarem niveis
residuais de LMP2A. Aproximadamente 30% dos casos de LBe e 55% dos casos de LBs tém

mutacdes em p53 (10).
BART

BART (BamHI A rightward transcripts) correspondem a fragmentos de micro-RNA (20-
24 nucledtidos) nao codificantes. O VEB codifica cerca de 22 fragmentos de micro-RNA, que
sdo expressos de modo diferente em todas as formas de laténcia e tumores. Estes fragmentos
podem regular a expressao genética ao ligarem-se a sequéncias complementares de mRNA
inibindo a sua translacao ou promovendo a sua degradacao directa (48, 54). BART reduz a
expressao de PUMA (efeito anti-apoptotico) e da quimocina CXCL11 (48). Recentemente estes

fragmentos foram associados ao LB (54).

6.6 Oncogénese

Nenhuma destas proteinas exibe um claro papel oncogénico, sendo surpreendente que
quase 40 anos depois da descoberta do VEB em células tumorais do LB ndo seja ainda claro se
o VEB é um agente causal do LB. A prova mais convincente que aponta nesse sentido é a

percentagem de casos positivos para VEB no LBe, maior que 95% (48).

0 estado imunitario parece influenciar o provavel potencial oncogénico do VEB no LB.
Os doentes imunodeprimidos, quer por infeccao por VIH, quer pela infeccao por P. falciparum
parecem estar em maior risco de desenvolver LB. Alguns autores alegam que a diminuicao do
estado imunitario permite que o virus saia de laténcia 0 e entre em laténcia lll, permitindo-
lhe a expressdao de proteinas com potencial oncogénico, como EBNA2, e activacdo dos
Linfocitos-B. Como o LB exibe um fenotipo de células do centro germinativo, é provavel que a
transformagdao maligna de uma célula infectada pelo VEB ocorra num centro germinativo.
Alguns autores acreditam que depois dessa transformacéo, a célula neoplasica abandonaria o
centro germinativo e passaria a comportar-se, em parte, como uma célula de memoéria em

divisdes constantes, motivo pelo qual o VEB expressaria o padrao Laténcia | (61, 62).
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7. c-Myc na patogénese do LB

7.1 Translocacdes de c-Myc associadas ao LB

O gene c-Myc é expresso virtualmente em todas as células, esta localizado no
cromossoma 8 banda g24 e encontra-se associado a uma série de processos, como a regulacao
do ciclo celular, massa celular, metabolismo celular, divisao celular e apoptose. Quando uma
célula quiescente recebe um sinal para se dividir ha uma rapida expressao deste gene e da
proteina c-MYC, que é responsavel por aumentar a massa celular antes da divisao celular,
permitindo que as células filhas tenham um tamanho adequado (65). A sua expressdo é
essencial para o estabelecimento dos centros germinativos e para o pico de proliferacao
celular, que ocorre sempre que um Linfocito B é activado por um Linfocito Th (66). A proteina
c-MYC tem um tempo de semi-vida curto (20-30 minutos), sendo rapidamente degradada, o

que a torna dificil de detectar nas analises por Western-blot (66).

Uma das imagens de marca do LB sao as translocacdes de c-myc que lhe estao
associadas. A translocacao do gene c-myc no cromossoma 8, banda q24, pode ocorrer para 3

locais, nomeadamente:

1. Regiao da cadeia pesada da imunoglobulina (IgH) no cromossoma 14, banda q32
t(8;14) (80% dos casos) (19);

2. Regiao da cadeia leve kappa (Igk) no cromossoma 2, banda 12p t(2;8) (15% dos casos)
(19);

3. Regiao da cadeia leve lambda (IgA) no cromossoma 22, banda 11q t(8;22) (5% dos

casos) (19).

As variantes clinicas do LB apresentam diferencas nos locais de quebra do cromossoma 8 e
do cromossoma 14. Na variante endémica a quebra no cromossoma 8 ocorre num local mais
distante de c-MYC, a mais de 100kb a montante do exon 1 (57), e a quebra no cromossoma 14
ocorre na regiao J (juncional) ou D (diversidade) do gene IgH. As quebras do gene IgH ocorrem
durante o processo de recombinacao V(D)J, levando a justaposicao do enhancer Eu de IgH
com as regioes promotoras P1 e P2 de c-myc, no exon 1. P1 e P2 passam a ficar sob o controlo
do elemento enhancer Ey de IgH. E frequente encontrar mutacdes nas regides de regulacao

negativa do exon 1 e do exon 2 (Figura 10 - A, B) (9, 67).

No LB esporadico e no associado a imunodeficiéncia o ponto de quebra no cromossoma 8
ocorre entre os exons 1 e 2 (5”) do gene c-myc e as quebras no cromossoma 14 ocorrem na

regido switch Sy. As quebras no gene IgH ocorrem durante o processo de switching, levando a
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justaposicao dos elementos enhancer 3'de IgH. Esta translocacdo leva a perda das regides
5" de regulacao negativa do exon1 e a perda dos promotores P1 e P2, passando a transcricao a
ocorrer a partir do promotor P3. Também pode haver mutacdes nas regides de regulacao
negativa do exon 2 (Figura 10 - A,C) (9, 67).

Nas translocacdes variantes t(2;8) e t(8;22) o ponto de quebra de c-MYC em 8g24 ocorre
na regido 3 de c-Myc, em sequencias nao codificantes. Apds a translocacdo, a transcricdo de
c-Myc continua a ocorrer a partir das regioes promotoras P1 e P2, porém sob controlo dos
elementos enhancer de Ig k (Ei e E3) e Ig A (HuEA). Estas translocacdes variantes podem
ocorrer em qualquer uma das variantes clinicas do LB. Também ¢é frequente encontrar
mutacoes nas regioes de regulacao negativa do exon 1 e do exon 2 (Figura 10 - A, D, E) (9,
67).
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Figura 10 - Translocacoes Myc/Ig no LB.

(A) Representacao de c-MYC no cromossoma 8 banda g24. As pontas de seta representam os locais de
quebra das translocacdes variantes e associadas ao LBe, LBs e LBi. (B) Representacao da t(8;14) com
gene IgH no cromossoma 14, associada a LBe. (C) Representacao da t(8;14) com gene IgH no
cromossoma 14, associada ao LBs e LBi. (D) Representacdo do gene Ig k, cromossoma 2, associada a
t(2;8). (E) Representacdo do gene Ig A, cromossoma 22, associada a t(2;8). Imagem de Hecht, J. L.,

reproduzido com autorizacao (9).
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Estes achados sugerem que a transformacao neoplasica ocorre durante recombinacdes
aberrantes dos segmentos VDJ ou durante o mecanismo de mudanca de classes das
imunoglobulinas (6, 18). Estes processos sao iniciados pela enzima AID que tem uma alta
expressao nas células dos centros germinativos. A AID interage com o DNA de cadeia simples e
desamina citosinas, convertendo-as em uracilos e originando mismatch G-U. O mismatch G-U
pode ser processado pela enzima UNG (Uracil DNA N-Gly-cosylase) que origina um local G-
apirimidinico. Alternativamente a enzima MMR (Mismatch Repair) pode ligar-se aos locais
mismatch G-U ou G-apirimidinico e originar mutacdes predominantemente A/T. Estes pontos
mutados por AID parecem ser o local de quebra para as translocacdes cromossomicas (29).
Como resultado das translocacdes, ocorre a eliminacdo de sequéncias de regulacao negativas
do gene c-myc e a transcricao de c-MYC passa a ser regulada por regides enhancer dos genes
de imunoglobulinas. Como estas regides sao continuamente activadas nos Linfocitos B ocorre
uma hiperexpressao de c-Myc. A desregulacao de c-MYC leva a um aumento generalizado do
metabolismo celular, transcricdo genética, sintese de proteinas e ndo a uma supraregulacao

de oncogenes especificos.

7.2 Hiperexpressao de c-Myc

O c-Myc promove a expressao de genes envolvidos no crescimento celular e divisao
celular (ciclina D, E2F e de CDK4), reprime a expressao de genes que estao envolvidos na
paragem do ciclo celular (p27, p15, p21, p57, GADD45, GADD34, e GADD153) e promove a
expressdo de genes envolvidos nas vias apoptoticas (p14*%, p53, BIM, PUMA) (Figura 11) (66,
68).

In vivo c-MYC forma heterodimeros com MAX (MYC associated factor X), sendo nesta
forma que se liga a sequencia consenso “E box” na molécula de DNA e promove a transcricao
de genes. Existem no genoma centenas de locais identificados onde este complexo se pode
ligar, permitindo a proteina Myc exercer as suas funcdes. A existéncia de heterodimeros
MYC/MAX é fundamental para a expressao de MYC, contudo existem algumas moléculas (e.g.
MAD1; MNT) que competem com MYC pelo local de ligacao ao MAX. Estes novos complexos
exercem efeitos inibitorios sobre MYC, uma vez que sequestram MAX evitando a formagao de
MYC/MAX e competindo com MYC/MAX pelos mesmos locais de ligacdo ao DNA. MAX também
pode formar homodimeros MAX-MAX. No caso do LB a expressao excessiva de MYC provoca um
aumento no nimero de heterodimeros MYC/MAX sobre os restantes complexos (Figura 11) (66,
68).

A hiper-expressao da proteina c-MYC promove a sintese de p14"% (via MYC/FOXO)
que, por sua vez, inibe a degradacao proteossomica de p53, mediada por MDM2 e MDM4,

promovendo a apoptose celular (66). c-Myc também promove a expressao e activacao de BIM
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e PUMA, proteinas da familia Bcl-2, subtipo “BH3-only” que activam as proteinas da
membrana mitocondrial, BAX e BAK. Promovendo a libertacao do citocromo-C para o
citoplasma, activacdo da cascata de caspases e apoptose (66). A hiperexpressao de c-MYC
também pode ser alvo de regulacdo pela via PI3K/AKT, uma via promotora do crescimento e
proliferacao celular (66).

8q24 translocation
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Figura 11 - Vias de regulacdo da proliferacao, sobrevivéncia e morte celular associadas ao aumento da
expressao de c-MYC.

Imagem original de Lindsay C Spender et al, distribuida sob os termos da Creative Commons Attribution
License (66).
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7.3 Mutacbes cooperantes

Dos LB, 5%-10% nao possuem rearranjos no gene c-mYC (30). Apesar disso, o LB é
bastante heterogénico do ponto de vista genético com cerca de 70 genes identificados como

alvo de mutacoes recorrentes e cerca de 17 genes mutados por linfoma (66).
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Figura 12 - Eventos mutacionais cooperativos na linfomagénese do LB.

Adaptacdao da imagem Lindsay C Spender et al, distribuida sob os termos da Creative Commons
Attribution License (66).

7.3.1 Mutacoes em c-Myc

Ja foi referido que como resultado das translocacées as sequéncias de regulacao
negativas do gene c-myc sao eliminadas, contribuindo para o aumento da expressao de c-
MYC. Estas sequéncias de regulacao (5°), proximas da fronteira entre o 1.° exon/intrao,
também podem ser alvo de mutacdes por outros mecanismos (66). Sao exemplos de mutacoes

extraordinarias em c-Myc:

a) Mutacdes na regiao Box-2: Estas mutacoes afectam a habilidade de cMyc para induzir

a transformacao celular e a apoptose (66);

b) Mutacdes na regido Box-1: Mutacdes em Box1 afectam a proteodlise de cMYC pela via
da ubiquitina-proteassoma. Em 20% dos LB existem residuos mutados nesta regiao,

principalmente os residuos 39, 57 e 58. A mutacdo Thr58Ala, substituicao do
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aminacido Treonina58 (Thr58) pelo aminoacido Alanina (Ala), inviabiliza a fosforilacao
do residuo Thr58 por GSK3B e impede a marcacdo de c-Myc para degradacao

proteossomica (Figura 12) (66).
7.3.2 Mutacoes na via BIM

As mutacdes em c-MYC, como a mutacao Thr58Ala, afectam a habilidade de c-Myc para
induzir a transcricdo de BIM. Para além disso, a metilacdo da regido promotora de BIM, que
pode ser promovida pelo VEB, também inviabiliza a activacao desta via pré-apoptotica (Figura
12) (66).

7.3.3 Mutacoes na via p53

Aproximadamente 30% dos casos de LBe e 55% dos casos de LBs tém mutacdes em p53

(10). Foi também detectado diminuicdo da expressdo de p14*%*

reguladores MDM2 e MDM4 em células de LB (efeito anti-apoptotico) (Figura 12) (66).

e aumento da expressao dos

7.3.4 PUMA

Nao ha registo de mutagdes envolvendo esta proteina no LB contudo verifica-se uma
expressao reduzida desta proteina, provavelmente devido a metilacdo dos seus promotores.

Esta proteina faz parte das vias pro-apoptoticas de p53 e TGF-B (Figura 12) (66).
7.3.5 Via de sinalizacao PI3K/AKT/mTOR

A via de sinalizacao PI3K/AKT/mTOR também desempenha um papel na patogenicidade
do LB. 70% dos LB apresentam muta¢des que aumentam a expressao desta via de sinalizacao
nomeadamente mutacoes em TCF3, mutacdes do inibidor ID3 e mutacdes infrequentes (7%) da
fosfatase inibitoria, PTEN (66). As mutacoes de TCF3 e de ID3 aumentam a expressdo das
cadeias leves e das pesadas da imunoglobulina do RCB. Presume-se que isto levara a activacao
“tonica” do RCB envolvendo a via sinalizacao Syk, deixando de estar dependente da ligacdo
de uma molécula de antigénio. Esta activacdo é fundamental na producao dos estimulos de
sobrevivéncia das células B, conduzindo a um aumento na expressdao de PI3K/AKT que
promove a fosforilagdo de GSK3B (no residuo de Serina 9), a fosforilagdo de TOXO (afecta a
sintese de p14**) e 0o aumento da expressao de mTORC1/2 (66). A expressao de mTORC1
aumenta por sua vez a expressao de S6-Kinase (S6K) e de 4EBP-1/elF4E. 4EBP-1/elF4E
promove a sintese proteica e parece salvar as células da apoptose induzida por MYC (aumenta
a expressao de MCL-1). A S6K promove a fosforilacao e degradacao do inibidor de MYC, MAD1
(forma heterodimeros com MAX) (66). Alguns autores detectaram que as mutacdes PI3K
ganham mais expressao quando associadas a infeccao por VEB contudo mais estudos sobre

este aspecto sdao necessarios (Figura 12) (66).

Também podem ocorrer mutacdes no gene da ciclina D3 (Figura 12) (66).
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As mutacdes cooperantes das translocacdes de c-myc, parecem desempenhar um
papel importante na oncogénese do LB, uma vez que a maioria delas exerce efeitos anti-
apoptoticos ao inibir as vias apoptoéticas que a hiperexpressao de c-Myc induz. Com isto as
desreguladas vias envolvidas no crescimento e divisao celular ficam beneficiadas, fazendo

com que as células do LB permanecam em constante divisao.

7.4 Casos negativos para translocacées myc e miRNA

Um achado importante dos estudos de analise dos perfis de expressao genética foi a
identificacdo de casos de LB sem translocacbes do gene MYC presentes. Estes casos
translocacdo-negativa mantém altos niveis de expressdao da proteina MYC, o que levanta a
questao da importancia da identificacdo da translocacdo MYC no diagndstico e mecanismo
patogénico de LB. Dados obtidos usando analise por FISH mostram que cerca de 10% dos casos

de LBe sao negativos para translocacoes MYC (30).

Recentemente o papel dos miRNA, pequenos segmentos de RNA nao codificante com
cerca de 22 nucledtidos e que regulam a expressao de alguns genes, tem sido associado a
linfomagénese do LB. Alguns deles desempenham um papel na apoptose, diferenciacao
celular e proliferacao celular e poderao fornecer indicios extra sobre a patogenicidade do LB
(69).

E. Leucci et al (2008) identificaram entre casos de LB um padrao de expressao
diferente em dois miRNA, hsa-let-7c e hsa-mir-34b. hsa-let-7c encontra-se infra regulado em
todos os casos de LB, independentemente da presenca ou auséncia de translocacdo c-myc.
hsa-mir-34b encontrava-se infra-regulado nos casos negativos para translocacées MYC e supra-
regulado na presenca das translocacdes tipicas (30). A. Onnis et al (2010) identificaram
também que a expressdo do miRNA, hsa-miR-9*, encontra-se supra-regulada nos casos com

translocacoes MYC e infra-regulada nos casos negativos (70).

A identificacdo dos miRNA, cuja expressao se encontra alterada nos casos particulares
do LB sem translocacoes MYC, pode representar um caminho para perceber a patogenicidade

do LB, assim como de outros processos oncogénicos.
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8. Clinica do Linfoma de Burkitt

Os pacientes com LB por norma apresentam multiplas massas tumorais, ganglionares
ou extra-ganglionares, de crescimento rapido, com um tempo de duplicacdo celular muito
curto (24-48horas) em que a quase totalidade das células estdo em mitose (>95%) (7).
Analiticamente apresentam niveis plasmaticos de lactato desidrogenase (LDH) e de acido
urico elevados (sinal de alto turnover celular) e, nao raramente apresentam sinais e sintomas
de sindrome de lise tumoral (SLT). Os Sintomas-B (febre-inexplicada >38°C; sudacdo nocturna;
perda de peso nao justificada de pelo menos 10% do peso corporal nos Ultimos 6 meses) sao
menos frequentes mas podem estar presentes e associados a outros sintomas como fadiga

(71). Alguns doentes também podem apresentar linfadenopatia generalizada.

A apresentacao classica é a de um tumor mandibular de crescimento rapido porém
estdo descritas outras apresentacoes. As apresentacdes na face e no abdémen sao as mais
frequentes, sendo também frequente os doentes apresentarem massas “bulky” (massas com
mais de 10 cm) (72).

A apresentacao clinica difere em cada uma das trés variantes. As criancas com a
variante endémica apresentam em 50-60% dos casos um tumor facial, mais comum na
mandibula ou orbita, sendo a apresentacao abdominal menos frequente. Nas criancas com a
variante esporadica apenas em 15-30% dos casos o tumor primario surge na face, sendo a
apresentacdao abdominal mais frequente. Nos doentes com LB associado a imunodeficiéncia ha
normalmente envolvimento dos ganglios linfaticos, do SNC e da medula ossea. O
aparecimento de massas nas gonadas ou o aumento bilateral das mamas esta associado a

puberdade, gravidez e lactacao (41, 42).

Figura 13 - Conjunto de imagens de criancas com LB. Imagem original de | Magrat, distribuida sob os

termos da Creative Commons Attribution License (2).
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8.1 Face e pescoco

8.1.1 Mandibula

D. Burkitt (4) descreveu muito bem esta forma de apresentacao, que se caracteriza
pelo aparecimento de uma massa junto ao angulo da mandibula. O crescimento da massa faz
com que os dentes, por noma os molares, se soltem das insercdes dsseas e fiquem envolvidos
pela massa tumoral, acabando por cair. O crescimento da massa leva a distorcdo das feicoes

faciais, podendo, em alguns casos, haver ulceracao (4).
8.1.2 Orbita

O envolvimento tumoral da regiao orbitaria e retro-orbitaria manifesta-se com edema
das palpebras, quemose das conjuntivas, proptose ocular e perda de visdo. Se o tratamento

nao for iniciado rapidamente o doente acabara por perder o olho (73).
8.1.3 Outros locais

Sao locais de apresentacao rara na face a cavidade oral, a orofaringe e os seios nasais,

destes o seio maxilar é mais frequentemente envolvido (74).

No pescoco, os ganglios cervicais e a tirdide sdo locais de apresentacdo rara mas

descritos (10).

8.2 Torax

8.2.1 Mamas

E uma apresentacdo rara e representa cerca de 0,05-0,25% das neoplasias malignas na
mama. Surge normalmente em mulheres gravidas, mulheres que se encontram a amamentar
ou na puberdade. Por norma ha envolvimento bilateral e as pacientes podem detectar uma
massa ou queixar-se de aumento do tamanho da mama, rubor, prurido, aumento da
sensibilidade e dor. Febre e linfadenopatia, podem também estar presentes, podendo haver
ulceracao. Como diagnostico diferencial tem de se considerar outras neoplasias da mama mais

frequentes e um processo infeccioso, como mastite (Figura 14) (21, 42).
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Figura 14 - Envolvimento do LB em ambas as mamas.

Imagem original de Ghasem Janbabai, distribuida sob os termos da Creative Commons Attribution
License (21).

8.2.2 Outros locais toracicos

O torax é um local raro de apresentacao do LB, apesar de estar descrito atingimento

dos ganglios axilares, atingimento da parede da caixa toracica e do mediastino (75, 76).

Os LNH que envolvem as cavidades serosas do corpo incluem uma percentagem
consideravel de casos de LB, que normalmente surge no contexto de SIDA. Nos doentes VIH+,
o LB pode surgir como um LEP, no espaco pleural ou no pericardio, sem a formacdo de uma
massa tumoral. Nestes doentes, a dispneia é o sintoma mais frequente (58). O LEP também
pode surgir no peritoneu, articulacbes ou mais raramente nas meninges, apresentando os
doentes sintomatologia local como distincao abdominal (ascite), tumefac¢ao articular e sinais

meningeos.
8.2.3 Sindrome da Veia Cava Superior

O Sindrome da Veia Cava Superior surge por compressdo extrinseca da veia cava
superior pela massa tumoral, ou por obstrucdo devido a um fendémeno trombédtico.
Clinicamente os pacientes podem apresentar edema da face, pescoco e extremidades
superiores, rouquidao, disfagia, sincope, cefaleia, alteracdao do estado de consciéncia. O
diagndstico pode ser confirmado com recurso a métodos de imagem, nomeadamente
tomografia computorizada (TC) ou ecografia. Geralmente estd associada a uma massa

mediastinica (76).

8.3 Abddmen e pélvis

Sao varias as apresentacées abdominais, sendo que em 70% dos casos quando a
doenca é detectada existe ja uma avancada disseminacdo tumoral (77). A localizacdo mais

frequente é a ileo-cecal (78, 79), sendo que também estdo descritas apresentagcdes no baco,
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pancreas (80), estobmago (7), figado (81), rim (80, 81), colon (82), bexiga, ovario e testiculos
(77, 83). O envolvimento abdominal € mais comum na variante esporadica do LB (82). Os
doentes podem ser assintomaticos ou apresentar sintomas inespecificos como nauseas,
vomitos, perda de apetite, alteracdes do transito intestinal, entre outros. O exame fisico
pode revelar rigidez abdominal, distincio abdominal, massa abdominal papavel,
hepatoesplenomegalia e, em 25% dos doentes, ascite (41). Alguns doentes podem apresentar
equimoses e/ou petéquias, como resultado da trombocitopenia, ou sinais meningeos se

houver envolvimento do SNC.
8.3.1 Tracto gastrointestinal

0 envolvimento da regiao ileocecal é mais frequente, provavelmente devido a grande
concentracao de tecidos linfoides nesta regido. Contudo estdo descritas apresentacdes ao
longo de todo o trato gastrointestinal (41, 44, 78, 79, 82). O LB primario pode surgir no
estdbmago em associacdo com Helicobacter pylori e nos ganglios linfaticos gastricos com
erosao para o estomago (84). O LB também pode surgir na parede intestinal (e.g. ileo, cego,
colon, etc) (79, 82, 85), causando tumefaccao e dor na regiao envolvida. Pode ocorrer ainda,
obstrucdo intestinal resultante da compressao extrinseca, do envolvimento directo do trato
gastrointestinal ou como consequéncia de um processo de intussuscepcao. A intussuscepcao
ileocecal secundaria é mais comum em criancas e, geralmente apresenta-se com quadro de
abdomen agudo (dor, febre, nauseas, vomitos e obstrucao intestinal) podendo simular uma
apendicite (78, 79, 82, 85).

A perfuracao intestinal e hemorragia gastrointestinal também podem ocorrer, resultado
do envolvimento directo do tumor na parede intestinal ou como consequéncia do tratamento.
A quimioterapia causa necrose do tecido tumoral, criando uma zona de fragilidade na parede

do intestino, que pode romper (44, 78, 79).

Figura 15 - Intussuscepcao ileocecal do fleo terminal causada por LB. Imagem original de Faton T.
Hoxha, distribuida sob os termos da Creative Commons Attribution License (78)
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8.3.2 Pancreas

O Pancreas pode estar envolvido, com formacdo de uma massa abdominal e
envolvimento dos ganglios linfaticos periaorticos. Estes doentes irdo apresentar sintomas de
pancreatite aguda. Em adolescentes e adultos o aparecimento de LB no pancreas pode estar

associado a estados de imunodeficiéncia (80).
8.3.3 Rins

Os exames de TC mostram que 90% dos doentes com envolvimento renal apresentam
nefromegalia, 30% apresentam massas renais focais e 50% dos doentes apresentam
hidronefrose devido a obstrucao dos ureteres (82). Em um terco dos pacientes com LB ha
progressao para faléncia renal. O SLT é a causa mais comum de faléncia renal nos doentes
com LB, sendo que a obstrucdo do tracto urinario, a compressao das estruturas vasculares
renais por massas tumorais adjacentes e a infiltracao directa do tumor no rim também podem
ser causa de faléncia renal. Coélica renal, debito urinario diminuido e concentracdo de
creatinina sérica aumentada sao alguns achados que podem estar presentes e que indicam

compromisso renal (10).
8.3.4 Ovario

E o local mais frequente para o aparecimento de LNH do sistema genital.

Representando o LB 19% desses linfomas (82).
8.3.5 Testiculos

Os tumores testiculares sao raros nas criancas, ocorrendo o envolvimento testicular por
LB em 5% dos doentes masculinos. O aumento do tamanho do testiculo é a apresentacao
principal (41). O LB também pode afectar o corddao espermatico e o epididimo, sem

envolvimento do testiculo (76).

8.4 Outros locais

8.4.1 Sistema Nervoso Central

Nao é uma apresentacdo rara de LB e geralmente é mais comum em doentes
imunodeprimidos. Os sintomas sdo variados como: alteracao leve do estado de consciéncia,
vomitos, cefaleia, sinais meningeos, multiplos défices neuroldgicos, convulsées ou coma. O
SNC era um local comum de doenca recidivante, antes do uso de terapéutica profilactica nos

esquemas de tratamento do LB (86).
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8.4.2 Paraespinal

Por norma é consequéncia da disseminacdo tumoral, sendo o seu envolvimento raro na
apresentacdo primaria. Os sintomas variam consoante o nivel ao qual ocorre compressao da
medula espinhal ou das raizes nervosas, podendo ser estes queixas algicas, défices
neurologicos como parestesias ou disfuncao dos esfincteres. Os sintomas sao causados por

compressao local e pelo edema vasogenico associado (87).
8.4.3 Medula o6ssea

0 envolvimento da medula dssea por norma surge nos casos de doenca avancada. Estes
doentes apresentam sinais e sintomas de leucemia (21). O termo Leucemia de Burkitt aplica-
se quando o envolvimento da medula dssea for superior a 25% (72). A Leucemia de Burkitt e

Linfoma de Burkitt correspondem a espectros da mesma doenca (6).

8.5 Complicag¢des clinicas associadas ao LB

8.5.1 Sindrome de Lise Tumoral

O SLT é uma emergéncia médica, causado pela lise de uma grande quantidade de
células tumorais que libertam na circulacdo sanguinea quantidades grandes de potassio,
fosfato e acidos nucleicos. Na maior parte das neoplasias a SLT surge apds o inicio da
terapéutica citotoxica, mas nos doentes com LB também pode surgir espontaneamente antes
do inicio da terapéutica. As complicacées metabdlicas (hipercaliémia, hiperfosfatémia e
hipocalcémia secundaria) que resultam do SLT predispéem os doentes a insuficiéncia renal,
arritmias cardiacas, convulsdes, complicacdes neurologicas e morte subita. Pode haver
também a formacao de cristais de acido Urico e fosfato de calcio que podem-se depositar em
locais fora do rim como o coracao, causando arritmias, e o rim, causando obstrucdo urinaria
litidsica com dor no flanco, presenca de cristais na urina, hidroureter e hidronefrose, oliglria
e anlria. A lesao renal vai agravar os distirbios hidroeletroliticos (39, 88). A tabela 6 e a

tabela 7 exibem os critérios de Cairo-Bishop para definicao de SLT (39).
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Tabela 6 - Definicao laboratorial de SLT

Acido Grico > 8 mg/dL ou aumento de 25% acima do valor basal

Potassio > 6 mmol/L ou aumento de 25% do valor basal

> 6,5 mg/dL ou aumento de 25% do valor basal (criancas)
Fosfato
> 4,5 mg/dL ou aumento de 25% do valor basal (adultos)

Calcio <7 mg/dL ou reducao de 25% do valor basal

Definicao laboratorial de SLT - Alteracao em dois ou mais elementos, até 3 dias antes ou 7 dias depois
do inicio da quimioterapia.

Tabela 7 - Definicdo clinica de SLT

Creatinina > 1,5 vezes acima do limite superior para normalidade
Arritmia cardiaca/morte subita Presente
Convulsoes Presente

Definicao clinica de SLT - SLT laboratorial acrescido de pelo menos um dos critérios acima descritos
(nao atribuidos a um agente terapéutico).

Os doentes com Leucemia de Burkitt, Linfoma de Burkitt de estadio Il ou IV e os
doentes com LB estadio inicial mas com niveis plasmaticos de LDH superiores duas ou mais
vezes o limite superior da normalidade, apresentam um alto risco de desenvolver SLT (Risco
de SLT >5%). Por sua vez, os doentes com LB estadio inicial mas com niveis plasmaticos de
LDH inferiores a duas ou mais vezes o limite superior da normalidade apresentam um risco
intermédio de desenvolver SLT (Risco de SLT entre 1% e 5%) (72).
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8.5.2 Sindrome de secrecao inapropriada de hormona antidiurética
(SIADH)

O SIADH pode ocorrer em doentes com LB e ser causa de hiponatremia, sendo que os
sintomas dependem da velocidade de instalacdo e do grau de deplecdo de sédio plasmatico.
Normalmente os sintomas sdo neuroldgicos, reflexo do edema cerebral, sendo que numa fase
inicial havera nauseas, cefaleias e vomitos, evoluindo para convulsdes, herniacdo, coma e
morte (39).

8.5.3 Hipercalcemia

O SLT pode causar hipocalcémia mas pode também ocorrer hipercalcemia nos doentes
com LB, provocada pelas lesdoes osteoliticas e pela producdo excessiva de calcitriol. Os
pacientes apresentam sintomas neurolégicos inespecificos como dificuldade de concentracéo,
alteracao de personalidade ou depressao e em casos mais graves podem apresentar letargia,
estupor e sinais gastrointestinais (nauseas, anorexia, obstipacao, pancreatite). Nestes doentes
o risco de fractura dssea estd aumentado e a capacidade de concentracdo renal esta
reduzida, levando a poliuria e polidipsia. Os doentes também podem apresentar alteracoes

cardiacas como bradicardia, bloqueio AV e reducao do intervalo QT (39).
8.5.4 Complicacoes Hematologicas

A infiltracdo da medula dssea por células tumorais, ou a quimioterapia mielotdxica
podem causar citopenias graves nos doentes com LB, estando os doentes com contagens de
leucocitos baixas em maior risco de infeccao e sépsis. A anemia, dependendo da gravidade,
pode causar varios sintomas, desde fadiga a insuficiéncia cardiaca. A trombocitopenia pode

resultar em coagulopatias e hemorragia espontanea (39).
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9. Estudos Diagndsticos

9.1 Paises Desenvolvidos

O diagnodstico de LB deve ser confirmado por analise microscopica e analise
imunocitoquimica. O recomendado é examinar uma biopsia de tecido suspeito, que pode ser
uma neoformacao, um ganglio linfatico superficial ou liquido de uma efusao pleural. A biopsia
de aspiracdo por agulha fina (BAAF) tem como vantagem ser mais rapida, barata, segura e de
execucao facil, mas por norma fornece pouco material e normalmente € seguida por uma
biopsia excisional para que se possam completar os estudos. A biopsia excisional é por isso
preferivel a BAAF. Nos casos de massas abdominais pode ser necessario fazer uma

laparoscopia exploratoria para recolha de amostras (39).

A analise histologica permite identificar o padrao morfologico, e a citometria de fluxo
permite identificar o imunofenotipo. Para deteccao das translocacées de c-myc o recurso a

FISH ou recurso a PCR (polymerase chain reaction) é bastante proveitoso (89).

Quando ha suspeita diagndstica de LB devem-se realizar os seguintes exames

complementares de diagnostico (Tabela 8 e 9) (39, 71, 72):
Tabela 8 - Estudos analiticos a realizar se suspeita de LB.

Estudo analitico Comentario

Importante para descartar a existéncia de
Hemograma completo, com VS. pancitopenia devido a envolvimento da medula
ossea.

Estudos de Coagulacdo (Tempo protrombina,
tempo parcial tromboplastina activada,
fibrinogénio, D-dimeros).

Avaliar a existéncia de coagulacdo intravascular
disseminada.

Funcao Hepatica (Niveis de bilirrubina; AST; ALT;  Avaliar o envolvimento hepatico e a funcao
Gama GT; Fosfatase Alcalina). hepatica.

Funcdo Renal (Ureia, Creatinina) e lonograma
(Sédio,  Potassio, Cloro, Calcio, Fosfato,
Magnésio).

Avaliar o envolvimento do rim e a existéncia de
STL.

Acido Urico. Avaliar o “turn-over” celular.
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Tabela 8 - (continuacao)
Estudo analitico Comentario

LDH Avaliar o “turn-over” celular.

Avaliar a extensao da doenca e pode ser usado

Beta 2 microglobulina g
como marcador de recidivas.

Em todos os pacientes deve ser descartada a presenca de infeccao pelo VIH e pelo
Virus da Hepatite B (VHB) (72).

Tabela 9 - Exames imagiologicos complementares de diagndstico, a realizar se suspeita de LB.

Exames de imagem Comentario

Pesquisa de adenomegalias no mediastino e

Radiografia do torax. . -
pesquisa de efusao pleural.

TC com contraste do Cranio, Térax, Abdomen e
Pelve (se insuficiéncia renal, realizar sem Para avaliar a extensao da doenca.
contraste).

Se disponivel pode ser usada para avaliar o

Ressonancia Magnetica. envolvimento do SNC e da coluna espinhal.

Para avaliar a resposta ao tratamento. Nao esta

Tomografia por emissao de positroes (PET). recomendado para o diagnéstico.

Electrocardiograma e ecocardiograma. Se presenca de arritmias.

Para avaliar a fraccao de ejeccao cardiaca antes
MUGA (Multi-Gated Acquisition scan). do inicio da quimioterapia (as antraciclinas tém
efeito cardiotdxico).

Se suspeita do envolvimento da medula 6ssea ou apo6s confirmacao do diagnostico de
LB devem ser realizadas biopsias aspirativas da medula oOssea para pesquisa de células
malignas. Se suspeita de envolvimento do SNC ou apos confirmacdo do diagnodstico de LB,
deve ser feita a analise do liquido cefalorraquidiano por puncdo lombar para pesquisa de
células malignas. Paracentese ou toracocentese devem ser realizadas se presenca de ascite

ou de efusao pleural (72).

A realizacdo destes exames nao devera atrasar o inicio do tratamento se suspeita de

LB, sendo que o tratamento devera ser iniciado até 48 horas apods o diagnéstico de LB (7, 39).

50

Valter Rocha| Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior



Linfoma de Burkitt - Etiologia, Epidemiologia e Clinica

9.2 Paises em desenvolvimento

Nos paises em desenvolvimento por limitacdes técnicas e econdmicas o conjunto de
meios complementares de diagnoéstico e tratamento realizados (MCDT) é limitado. Nestes
paises o diagnostico € maioritariamente clinico e histologico (2, 45). Devem ser descartadas
co-infeccdes como Malaria, infeccdes por Helmintas, Schistossomas e infeccdao por VIH,

devendo ainda ser feito diagnostico diferencial com Sarcoma de Kaposi e Tuberculose (2, 67).

9.3 Estadiamento

O estadiamento dos LNH pode ser realizado com recurso ao sistema de classificacao
Ann Arbor ou ao sistema St. Jude/Murphy. Normalmente o primeiro é aplicado em adultos e o
segundo em criancas (7, 16, 45). Alguns autores recusam o uso do sitema Ann Arbor por
considerarem que este sistema nao descreve de modo adequado a extensao da doenca nos
locais extra-ganglionares (20). E importante notar que o sistema de St. Jude/Murphy

reconhece a Leucemia de Burkitt como uma entidade clinica diferente (6).

Aproximadamente 30% dos doentes com LB apresentam doenca em estadio | ou Il e
70% apresentam doenca disseminada, estadio Ill ou IV (St.Jude/Murphy). O estadio IV do LB
implica o envolvimento da medula o6ssea (<25%) ou do SNC sendo que 30-38% e 13-17% dos
adultos apresentam envolvimento da medula o6ssea e do SNC respectivamente (16). Nas
criancas, em 22% dos casos ha envolvimento da medula 6ssea, tendo 22% envolvimento do SNC
(16).

Na pratica clinica os doentes podem ser divididos em dois grupos, os de baixo risco e
os de alto risco. Os de baixo risco apresentam doenca ndo-bulky (massas <10 cm), doenca em
estadio | ou Il, bom estado geral e niveis de LDL normais. Os doentes de alto risco incluem

todos os outros (72).
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10. Abordagem diagnostica

Nenhum dos parametros (morfoldgico, genético ou imunofenotipico) é patognomanico

de LB, pelo que varios parametros tém de ser considerados para diagnostico (90). Kikkeri N.

Naresh (2011) propds um algoritmico de diagndstico para Linfomas de Burkitt e linfomas nao-

Burkitt (Tabela 10) (91). Este algoritmo divide o diagnostico em trés fases, na primeira fase é

considerada a morfologia, e o imunofenotipo para CD10 e BCL2, na segunda fase é tido em

conta o imunofenotipo para CD38, CD44 e Ki-67 e na terceira fase a analise por FISH para as
familias de genes de MYC, BCL2, BCL6 e imunoglobulinas (91).

Tabela 10 - Algoritmico de diagnéstico para LB

Fase

Fase 1

Fase 2

Fase 3

Técnica (pontuacao a dar)

Morfologia

3 pontos LB tipico; 2 pontos -
morfologia consistente com LB mas com
artefactos técnicos; 1 ponto -
caracteristicas sobreponiveis entre LB e
LDGCB; 0 pontos - LDGCB

BCL2

2 pontos - negativo; 1 ponto - fraco; O
pontos - forte

CD10
1 ponto - positivo; 0 pontos - negativo

Ki-67

2 pontos > 95%; 1 ponto - 90-95%; O
pontos <90%

CD38
1 ponto - positivo; 0 pontos - negativo

CD44

1 ponto - positivo; 0 pontos - negativo

FISH

2 pontos - Translocacées MYC-IG
positivo e Translocacoes BCL2/BCL6
negativo; 0 pontos - Outros.

Pontuagdo cumulativa

(Fase 1)
<3 pontos - Nao é LB

3-4 pontos - LB nado pode ser excluido,
passar para fase 2

5-6 pontos - 82% provavel de ser LB

(Fase 1 + Fase 2)
<6 pontos - Nao é LB

6-7 pontos - LB nao pode ser excluido,
passar para fase 3

>8 pontos - 92% provavel de ser LB

(Fase 1 + Fase 2 + Fase 3)
6-7 pontos - LB nao pode ser excluido

>8 pontos - 98% provavel de ser LB
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11. Diagnostico diferencial

O diagnostico diferencial do LB inclui outros tipos de LNH, tumores intra-abdominais,
e tumores faciais. Entre os outros tipos de LNH destacam-se Linfoma Linfoblastico, Linfoma
de Células do Manto (LCM), o LDGCB e o LB/LDGCB. (16, 22)

11.1 Tumores intra-abdominais

Nas criancas com tumors intra-abdominais as patologias mais comuns sao: Tumor de

Wilms e o neuroblastoma.
11.1.1 Tumor de Wilms

O tumor de Wilms, também designado de nefroblastoma, € um tumor maligno dos rins
que afecta criancas entre o um e os cinco anos de idade, sendo raro em criancas com idade
superior a oito anos. O modo de transmissao parece ser autossomico dominante, com variavel
penetracao e expressividade. Ocasionalmente, o nefroblastoma tem sido associado a certas
anomalias congénitas, incluindo anomalias genito-urinarias (criptorquidia, hipospadias),
aniridia (auséncia de uma iris) e hemihipertrofia (sindroma de Beckwith-Wiedemann). Cerca
de 7% dos tumores de Wilms sao bilaterais (56). Os sintomas associados mais comuns incluem
dor e distensdo abdominais, hematuria indolor e febre. No exame fisico, o sinal mais

frequente é a presenca de uma massa abdominal palpavel (56).
11.1.2 Neuroblastoma

O neuroblastoma é o tumor congénito mais comum e, é o tumor mais frequente
durante o primeiro ano de vida. E um tipico tumor pediatrico, raro apos os 14 anos de idade
(56). Do ponto de vista anatémico, o neuroblastoma origina-se a partir da proliferacdo de
células do sistema neurovegetativo simpatico. As localizacbes mais frequentes sdao as
glandulas supra-renais (40% dos casos), e as células dos ganglios simpaticos cervicais e das
regides toracica e abdominal que, se localizam nas regides paravertebrais. E um tumor de
crescimento rapido, frequentemente diagnosticado em estadios muito avancados, com
metastases disseminadas (56). Os sintomas mais frequentes incluem dor e distensao
abdominais, dores oOsseas localizadas, e sintomas sistémicos como anorexia, mal-estar geral,
febre e diarreia. De acordo com a localizacdo anatomica do tumor, o exame fisico pode
revelar hipertensao, hepatomegalia, massas e/ou equimoses da orbita, nodulos subcutaneos,

massas intra-abdominais e sindroma de Horner (56).
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11.1.3 Outros tumores intra-abdominais

Criancgas: outros tipos de linfoma; leucemias com envolvimento extra-medular

extenso; tumores hepaticos; tumores dos ovarios; sarcomas (56).

Adultos: Quistos e outras neoplasias benignas; neoplasias malignas como cancro

colon, recto e cancro dos ovarios (56).

11.2 Tumores da face

O diagnostico diferencial deve incluir sarcomas, carcinomas, melanoma, tumores das
glandulas salivares, tumores das bainhas nervosas e entidades benignas, como paragangliomas
(56).

11.3 Linfomas nao Hodgkin

11.3.1Linfoma B Linfoblastico (LBL)

O LBL é um linfoma agressivo que do ponto de vista histologico se pode assemelhar ao
LB. No caso do LBL as células neoplasicas sao de tamanho médio/pequeno, com escasso
citoplasma basofilico, nucleo redondo, irregular ou circunvoluto, cromatina condensada e
nucléolo imperceptivel ou pequeno. Podem existir granulos azurofilicos grosseiros no
citoplasma. A presenca de figuras mitoticas é frequente e pode existir um padrao de “céu
estrelado” focal ou difuso (22). O recurso a citometria de fluxo permite a distincao entre o LB
e o LBL com alto grau de certeza, no caso do LBL os linfoblastos sao positivos para CD19,
CD79a citoplasmatico, CD22, CD10, TdT, CD34, CD24, Igu citoplasmatica (negativo para a
imunoglobulina de superficie) e PAX5 (16, 22, 56).

11.3.2Linfoma T Linfoblastico

As células sao morfologicamente indistinguiveis do seu parente de linhagem B. As
células de fendtipo T sdao TdT+, CD7+ e expressam CD3 citoplasmatico ou de superficie.
Variavelmente expressam CD2, CD5, CD4 e/ou CD8 (16, 22, 56).

11.3.3Linfoma de Células do Manto (LCM)

O LCM ocorre em adultos, pelo que nao deve ser considerado no diagndstico
diferencial em criancas. E composto por células linféides de pequeno/médio tamanho com
contornos nucleares irregulares, possuindo a translocacdo t(11;14) (q13;932) (16, 22, 56). E
um linfoma agressivo, com origem em células B periféricas da zona do manto interna,
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principalmente de células naive pré-centro germinativo. A variante classica apresenta células
de pequeno/médio tamanho, com um nucleo irregular, cromatina moderadamente dispersa,
nucléolo visivel mas nao proeminente e citoplasma palido e escasso (22). A variante blastoide
apresenta células semelhantes a linfoblastos com cromatina dispersa e um elevado indice
mitotico, podendo, por vezes, visualizarem-se alguns histiocitos epitelidides dispersos,
originando um aspecto de céu estrelado (22). A variante blastdide deste tipo de linfoma deve

ser considerada no diagnostico diferencial do LB (22, 56).

As células tém elevada expressao de IgM/IgD de superficie e sdo positivas para FMC7,
CD19, CD20 e CD5 (LB é CD5-), podendo em casos raros serem CD5- ou expressarem CD23. A
expressao de CD10 é negativa, ao contrario do LB (16, 22). A caracteristica genética
determinante deste tipo de neoplasia é a translocacao t(11;14)(q13;q32), a qual provoca a
hiperexpressao de BCL-1 (ou ciclina D1) pela justaposicao do gene BCL-1 no cromossoma 11
com promotores dos genes na cadeia pesada das imunoglobulinas no cromossoma 14. 95% dos

casos coram positivamente para a presenca de ciclina D1 nuclear (16, 22, 56).
11.3.4Linfoma difuso de grandes células B

O LDGCB constitui o tipo mais comum de LNH, representando 33% dos casos nos EUA
(17). E composto por células B provenientes do centro germinativo ou de uma fase posterior a
este, com pelo menos o dobro do tamanho de um linfécito e com um padrao de crescimento
difuso. Habitualmente a arquitectura dos ganglios linfaticos encontra-se completamente
destruida pela proliferacao, “em toalha”, de grandes células atipicas, sendo frequente a
presenca de bandas finas de esclerose. Em casos raros, a arquitectura pode estar
parcialmente alterada, afectando apenas a area interfolicular ou, menos comumente, a zona
sinusoidal (16, 22).

O LDGCB encontra-se dividido em trés variantes morfologicas, a variante
centroblastica, a variante imunoblastica e a variante anaplasica. Na variante centroblastica
ha um predominio de centroblastos, células de médio/grande tamanho, com um nucleo
oval/redondo (pode ser multilobulado), cromatina vesiculosa, 2 a 4 nucléolos juntos a
membrana nuclear e citoplasma escasso, sendo que alguns imunoblastos podem estar
presentes. Na variante imunoblastica ha um predominio de imunoblastos (>90%), sdo células
com um nucléolo Unico, central e proeminente, e com uma maior quantidade de citoplasma.
Algumas das células da variante imunoblastica podem adquirir caracteristicas plasmocitdides,
com um nlcleo mais excéntrico e um citoplasma mais eosinofilico. Alguns autores denominam
esta variante de “plasmacitoide”. A variante anaplasica € constituida por células grandes ou
mesmo muito grandes, um nlcleo muito pleomdrfico, por vezes coesivas e/ou com um
crescimento sinusoidal, podendo assemelhar-se a um carcinoma indiferenciado. Qualquer das

variantes descrita pode conter um nimero variavel de histiocitos e/ou linfécitos T (22).
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Na maior parte dos casos € facil a diferenciacao entre o LB e o LDGCB, contudo alguns
casos de LB apresentam células de maior tamanho com caracteristicas mistas entre
centroblastos e imunoblastos, e com morfologia sobreposta as duas entidades. Em criangas e
doentes VIH+, estes casos borderline normalmente apresentam translocacoes c-MYC e
comportam-se como LB. Em adultos e doentes VIH- estes linfomas borderline tendem a
apresentar rearranjos nos genes c-MYC e BCL2 (linfomas “double-hit”) e presume-se que
sejam variantes mais agressivas de LDGCB. Alguns destes linfomas sao classificados como
LB/LDGCB (10).

O LDGCB expressa marcadores de células pan-B (CD19, CD20, CD22, CD79a e PAX5) e a
imunoglobulina de superficie e/ou citoplasmatica é positiva em 50-75% dos casos
(IgM>IgG>1gA). Outros marcadores normalmente presentes sao CD10 (40%), CD43 (20%), CD5
(10%), CD30 (10%), IRF4/MUM1 (40%) e p53 (30%). A fraccao Ki67 varia entre 30-90% (22, 23).

A proteina BCL-2 pode ser expressa em 75% dos casos, algo que se deve a fenomenos
de amplificacdo do gene BCL-2 (presentes até 30% dos casos), geralmente independentes da
translocacao t(14;18), IgH/BCL2. A t(14;18) encontra-se presente em 30% dos doentes. Em
25%-30% dos casos verificam-se rearranjos do gene BCL-6 (3927) (22, 23). A analise das
translocacoes Myc, Bcl2 e Bclé é (til no diagnodstico diferencial do LB com LDGCB ou
LB/LDGCB. A presenca de translocacdes envolvendo Bcl2 ou Bclé exclui o diagndstico do LB
(22).

"
e I'c'v
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Figura 16 - Linfoma difuso de grandes células B. A esquerda, LDGCB com células de grande tamanho
com um ou mais nucléolos e com infiltrado de pequenos linfocitos e histiocitos (H&E 400x). A direita, o
mesmo linfoma com coloracdo de imunoperoxidase para a proteina Myc. Imagem original de Jonathan

W. Said, reproduzida com autorizacao (23).
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Figura 17 - Linfoma difuso de grandes células B. (x400, H&E). Sao visiveis nucleos irregulares, figuras

mitdticas e células gigantes multinucleadas. Imagem cedida por Moreno, J. Mufoz.

11.3.5Linfoma de células B inclassificavel, com caracteristicas
intermediarias entre o LDGCB e o LB (LB/LDGCB)

O actual sistema de classificacao da OMS, 4.% edicado (2008), apresenta alteracoes
relativamente a edicao anterior edicdo. A revisao dos critérios de classificacdo inclui novas
entidades definitivas e novas entidades provisorias (entidades que ndo tém uma definicdo
clara no momento actual). Uma dessas entidades provisorias é o LB/LDGCB. Este grupo
envolve uma miscelanea de linfomas com caracteristicas morfologicas e genéticas de LB e de

LDGCB, mas que nao cumprem os critérios de diagnostico para nenhuma das entidades.

Os linfomas deste grupo apresentam uma morfologia variavel, normalmente com um
padrdo de proliferacao difuso, células linféides de médio/grande tamanho e com uma alta
taxa de proliferacao (80-100%). Alguns casos assemelham-se a LB mas apresentam um
fenotipo atipico, forte expressdao de BCL2, ou um cariotipo complexo com translocacoes de
MYC e Bcl2 entre outras. Outros casos assemelham-se a LDGCB com morfologia centroblastica
e com translocacdes “double-hit” ou "triple-hit” envolvendo os genes Bcl2, Myc e Bclé (23).
Em 60% dos casos a translocacdo Myc/IgH t(8,14) esta presente, e em 40% dos casos ha uma

outra translocacao associada a Myc (23).

O LB/LDGCB é positivo para os marcadores de células pan-B, embora a expressao de
CD20 e das cadeias leves de imunoglobulinas possa estar diminuida. As células neoplasicas
exibem também marcadores de origem no centro germinativo, CD10+, BCL6+, IRF4/MUM1-.
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Diferente do LB, a maioria é Bcl2+. A expressdao de Myc é elevada, mesmo na auséncia de
translocacoes do gene o que pode estar relacionado com fenomenos de amplificacao genética

ou copias extra do gene (23).

Estes linfomas tendem a aparecer em adultos mais velhos, com doenca em estadios
avancado (lll ou IV) e com linfadenopatia generalizada. Sao linfomas bastante agressivos, com

ma resposta a quimioterapia e de mau prognostico (23).

A categoria LB/LDGCB nao é valida para os casos de LB com morfologia histoldgica
atipica, nem para casos de LDGCB com fraccdao de crescimento elevada, padrao céu

estrelado, e presenca de translocacoes Myc.

Figura 18 - Linfoma de células B inclassificavel, com caracteristicas intermediarias entre o LDGCB e o
LB. Em cima, LB/LDGCB com padrao de proliferacao difuso, com células linféides de tamanho médio a
grande, com pequenos nucléolos e um ligeiro infiltrado de pequenos linfocitos e histiocitos (H&E 400x).

Em baixo, o mesmo linfoma com coloracdo de imunoperoxidase para a proteina Myc (240x).

Imagem original de Jonathan W. Said, reproduzida com autorizacao (23).
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12. Conclusao

O Linfoma de Burkitt € um LNH muito agressivo, apresentando trés variantes clinicas:
endémica, esporadica e a associada a imunodeficiéncia. Histologicamente as trés variantes
sdo similares, porém do ponto de vista clinico e epidemioldgico as diferencas sdao mais
marcadas. O LBe é mais frequente na regido da Africa equatorial (35), surge em criancas
entre os 4 e 7 anos, normalmente como um tumor da face ou abdominal, e exibe uma forte
relacdo com a infeccao por P. falciparum (14). O LBs esta associado aos casos de LB nos EUA e
na Europa, surge em criancas mais velhas e adultos (13), normalmente, como um tumor
abdominal. O LBi surge, principalmente, em doentes VIH+ com contagens de linfocitos T CD4+

elevadas, sendo raro com contagens baixas de linfocitos (12, 13).

Histologicamente, o LB exibe um padrdo em céu estrelado, com células neoplasicas
de tamanho médio (12u), macrofagos dispersos pela lamina e um indice de proliferacao
celular elevado (Ki67>95%) (9). As células neoplasicas apresentam uma origem a partir de

linfocitos B maduros e de células do centro germinativo (22).

A caracteristica genética mais relevante do LB é a hiperexpressao do gene c-myc que
promove a expressao de genes envolvidos no crescimento celular e divisao celular. A sua
desregulacao normalmente ocorre como resultado duma translocacao entre o gene Myc e uma
das cadeias pesadas ou leves de imunoglobulina (t(8;14), t(2;8), t(8;22)). Para além de c-
Myc, estdo também descritas mutacdes envolvendo as proteinas p53, p14*%, BIM, PUMA e a
via PI3K/AKT/mTOR. (10) Em 5%-10% dos LB nao ocorrem rearranjos no gene c-mYC (30).

O VEB parece ter um papel importante no desenvolvimento do LB. In vitro, o VEB
promove nos linfocitos infectados o crescimento e divisdo celular, aumentando a
probabilidade de ocorréncia de translocacées cromossomicas (61). Contudo, in vivo, a
expressdao do padrdao de Laténcia |, deixa varias duvidas sobre o mecanismo oncogénico do
VEB no LB. O estado imunitario do doente parece influenciar o potencial oncogénico do VEB
no LB (61, 62).

A infeccéo pelo P. falciparum também desempenha um papel na oncogénese do LB. A
sequéncia de eventos que envolvem as repetidas infeccoes por P. falciparum parece afectar a
homeostase das células B infectadas pelo VEB, com o consequente aumento dos titulos virais
do VEB (51, 52) e expansdao do nimero de Linfdcitos B latentes, resistentes a estimulos
apoptéticos (54). A conjugacdao destes factores, associados ao comprometimento da
imunidade mediada por células T CD8+ (49), parece ser o mecanismo pelo qual a infeccao por

P. falciparum aumenta o risco de LBe.
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Relativamente ao papel da infeccdo por VIH no LBi, este é muito pouco
compreendido. Sabe-se apenas que o risco de LB em individuos VIH+ é maior com contagens
de linfocitos CD4+ altas (>200 células/pL) (12, 13), e que neste individuos existe uma alta
expressao da enzima AID em células monoclonais do sangue periférico, 8 anos antes do

desenvolvimento de LB (10, 13).

O LB é a neoplasia maligna que apresenta crescimento celular mais rapido (7). Os
doentes com LB apresentam, frequentemente, multiplas massas tumorais, ganglionares ou
extra-ganglionares (7), niveis plasmaticos de LDH e de acido Urico elevados e sinais e
sintomas de SLT. Os Sintomas-B, menos frequentes, também podem estar presentes, assim

como outros sintomas resultantes do envolvimento local do linfoma (71).

Para o diagnostico do LB a biopsia excisional é preferivel a BAAF. O diagnostico deve
ser feito por analise histologica, por analise imunocitoquimica (citometria de fluxo) e em
condicoes ideais deve-se proceder a deteccdo das translocacdes de c-myc, por recurso a FISH
(89). O estadiamento do LB pode ser realizado com recurso ao sistema de classificacao Ann
Arbor, em adultos, ou ao sistema St. Jude/Murphy, em criancas (7, 16, 45). Aproximadamente
30% dos doentes com LB apresentam doenca em estadio | ou Il e 70% apresentam doenca
disseminada, estadio Il ou IV (St.Jude/Murphy) (16). O diagnostico diferencial do LB faz-se,
principalmente, com outros LNH, como o LDGCB, LB/LDGCB, o linfoma linfoblasticoBe T e o
LCM.

Muito ha ainda a compreender sobre a patofisiologia do LB. Apesar de ser uma
patologia pouco comum na Europa, a melhor compreensao sobre os mecanismos envolvidos na
sua génese, nao sO permitira uma abordagem terapéutica mais efectiva, melhorando o
prognostico dos doentes, como também contribuird para compreender os mecanismos
patofisioldgicos de outras neoplasias que partilham com o LB caracteristicas em comum (e.g.

hiperexpressao de c-Myc, infeccao pelo VEB, VIH e P. falciparum).
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