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RESUMO

O linfoma plasmabléastico (LPB) € um linfoma ndo-Hodgkin raro, agressivo e de baixa
resposta aos regimes quimioterapicos usuais. Embora aberracbes genéticas
envolvendo as vias de sinalizacdo JAK/STAT, RAS/RAF, NOTCH, IRF4 e MYC
estejam implicadas na sua patogénese, os alvos terapéuticos derivados dessas vias
permanecem pouco explorados. Ainda, enquanto a maioria dos estudos se concentra
em mutacdes associadas a imortalizacdo tumoral, o papel das citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento e mediadores de sinalizacédo intracelular no microambiente
tumoral do LPB ainda € pouco conhecido. Portanto, no presente estudo objetivamos
avaliar o perfil imunomodulatério do LPB e seu potencial terapéutico, com foco nos
mediadores inflamatérios e suas respectivas vias de sinalizagdo. Foram incluidos 32
casos de linfoma, sendo 10 LPBs, 11 linfomas difuso de grandes células B, sem outra
especificacdo (LDGCB-SOE) e 11 neoplasias de plasmdcitos (PCN). As informacdes
clinicas foram coletadas retrospectivamente. A positividade do virus EBV foi avaliada
por meio da hibridizac&o in situ cromogénica para EBER. A presenca de translocacfes
envolvendo os genes MYC, BCL2 e BCL6 foi avaliada por hibridizacdo in situ por
fluorescéncia. Apés a extracdo do RNA total, o painel TagMan™ OpenArray ™ Human
Inflammation Panel, foi realizado utilizando a plataforma QuantStudio ™12K Flex para
a avaliagcdo do perfil de expresséo de 607 genes inflamatodrios. Andlises estatisticas e
bioinforméticas foram empregadas para a avaliacao da expressao génica diferencial,
e para o estudo das vias de sinalizacdo celular enriquecidas e das redes interacéo
proteina-proteina formadas. Todos os linfomas ocorreram em cavidade oral e
apresentaram o aumento de volume como a principal manifestacdo clinica. A idade
média dos individuos afetados por LPB foi menor do que aos dos demais grupos, bem
como o seu tempo de evolucdo. Somente as amostras de LPB (10/10) apresentaram
positividade para EBER e HIV (5/10). A tripla positividade para os rearranjos em MYC,
BCL2, e BCL6 foi observada em dois casos, sendo um de LDGCB-SOE e outro de
LPB. O perfil de expressao de genes inflamatoérios do PBL foi mais similar ao DLBCL-
NOS (r = 0,86) do que ao PCN (r = 0,78). Os principais genes diferencialmente
expressos incluiram STAT4 e STAT5A (membros da via JAK-STAT), SOCS2
(regulador negativo da via JAK-STAT), MAPK14 (componente chave da via MAPK-
ERK) e BCL2A1, BCL6, BCL10 e NFKB1 (membros ou reguladores da via de
sinalizacdo NF-kB). Curiosamente, o gene CR2/CD21, receptor de entrada para o
EBV, foi subexpresso no PBL, enquanto os componentes do complemento C3 e
C3ARL1 foram superexpressos. As vias enriquecidas foram consistentes com os genes
diferencialmente expressos. Os resultados do estudo destacaram moléculas
promissoras para o desenvolvimento de terapias alvo-especificas para o LPB.

Palavras-chave: linfoma plasmablastico; linfoma difuso de grandes células b, sem
outra especificagdo; mieloma mudltiplo; linfomas de células b; expressdo génica.
diagndstico; prognadstico; tratamento.



ABSTRACT

Inflammatory gene expression profile of plasmablastic lymphoma of the oral
cavity

Plasmablastic lymphoma (PBL) is a rare and aggressive subtype of non-Hodgkin
lymphoma that shows poor response to conventional chemotherapy regimens.
Although genetic aberrations involving the JAK/STAT, RAS/RAF, NOTCH, IRF4, and
MYC signalling pathways have been implicated in its pathogenesis, the therapeutic
potential of targeting these pathways remains largely unexplored. Moreover, while
most studies have focused on mutations related to tumour cell immortalisation, the role
of cytokines, chemokines, growth factors, and intracellular signalling mediators in the
PBL tumour microenvironment remains poorly characterised. This study aimed to
investigate the immunomodulatory profile of PBL and its therapeutic potential, with a
focus on inflammatory mediators and their associated signalling pathways. A total of
32 lymphoma cases were included: 10 PBLs, 11 diffuse large B-cell lymphomas not
otherwise specified (DLBCL-NOS), and 11 plasma cell neoplasms (PCNSs). Clinical
data were collected retrospectively. EBV status was determined by chromogenic in situ
hybridisation for EBER, and rearrangements involving MYC, BCL2, and BCL6 were
assessed using fluorescence in situ hybridisation. Total RNA was extracted from
formalin-fixed paraffin-embedded tissues, and the expression of 607 inflammation-
related genes was analysed using the TagMan™ OpenArray™ Human Inflammation
Panel on the QuantStudio™ 12K Flex platform. Statistical and bioinformatic analyses
were performed to identify differentially expressed genes, enriched signalling
pathways, and protein—protein interaction networks. All ymphomas occurred in the oral
cavity and presented predominantly as soft tissue swelling. Patients with PBL were
younger and had shorter disease duration compared to the other groups. All PBL cases
were positive for EBER, and half were HIV-positive. Triple rearrangements involving
MYC, BCL2, and BCL6 were identified in one PBL and one DLBCL-NOS case. The
inflammatory gene expression profile of PBL was more similar to DLBCL-NOS (r =
0.86) than to PCN (r = 0.78). Key differentially expressed genes included STAT4 and
STAT5A (JAK-STAT pathway members), SOCS2 (a negative regulator of JAK-STAT),
MAPK14 (a core component of the MAPK-ERK pathway), and BCL2A1, BCL6, BCL10,
and NFKB1 (members or regulators of the NF-kB pathway). Interestingly, CR2/CD21,
the EBV entry receptor, was underexpressed in PBL, while complement components
C3 and C3AR1 were overexpressed. Enriched pathway analysis was consistent with
these expression patterns. These findings highlight promising molecular candidates
and support the potential role of complement inhibition as a novel therapeutic strategy
for PBL.

Keywords: plasmablastic lymphoma; diffuse large b-cell lymphomas, not otherwise
specified; multiple myeloma; b cell ymphomas; gene expression; diagnosis; prognosis.
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1 INTRODUCAO

Os linfomas constituem o segundo grupo mais frequente de malignidades
que afetam a regido de cabecga e pescog¢o. A cavidade oral é o principal sitio anatémico
da regido de cabeca e pescoco afetado por esses tumores, sendo o linfoma
plasmablastico (LPB) um dos mais representativos nessa localizagao (Cabegadas et
al., 2019). Em um estudo multicéntrico nacional, o LPB foi o terceiro mais frequente (n
= 30, 11%), precedido pelo linfoma difuso de grandes células B, sem outra
especificagao (LDGCB-SOE) (n = 99, 37%) e pelo grupo de neoplasias de células do
plasma (PCN), constituido por variantes do plasmocitoma/mieloma multiplo (n = 39,
15%). Além de serem os trés tipos de linfoma que mais frequentemente afetam a
cavidade oral, o LPB, 0 LDGCB-SOE, e as PCN compartilham diversas caracteristicas
histopatoldgicas, o que torna o diagndstico diferencial desses tumores desafiador.

Embora raro, o LPB apresenta comportamento clinico extremamente
agressivo, com média de seis a trinta e dois meses de sobrevivéncia apds o
diagnostico. Por este motivo, é fundamental que a doenca seja seguramente
reconhecida, o que pode aumentar a expectativa de sobrevida do paciente afetado ao
direciona-lo, de modo racional, ao tratamento adequado (Frontzek et al., 2021). As
abordagens de biologia molecular tém sido a cada dia mais utilizadas para fins
diagnodsticos. No contexto das neoplasias linfoides, a RT-qPCR tem mostrado grande
valor diagnostico, e para o monitoramento dos regimes quimioterapicos no tratamento
das leucemias mieloides (Grimwade et al., 1998; Schumacher et al., 2015). Contudo,
ainda que o LPB tenha sido descrito pela primeira vez no ano de 1997 por Delecluse
(1997), sua caracterizacdo molecular é escassa (Fonseca et al., 2021) e nenhum
marcador diagndstico especifico para o tumor foi caracterizado até a presente data.

Pesquisas recentes revelaram que aberragbes genéticas envolvendo as
vias de sinalizagdo JAK/STAT, RAS/RAF, NOTCH, IRF4 e MYC podem conduzir a
patogénese molecular do Ipb (Chapman et al., 2021; Garcia-Reyero et al., 2021; Liu
et al., 2020a, 2020b; Miao et al., 2020; Montes-Moreno et al., 2017; Ramburan; Kriel;
Govender, 2022; Ramis-Zaldivar et al., 2021; Shi et al., 2022; Witte et al., 2022). no
entanto, o potencial diagndstico e terapéutico desses alvos néao foi elucidado. Ainda,
a maioria dos pesquisadores se dedicam a busca por alteragdes genéticas

subjacentes a imortalizagdo das células tumorais. Contudo, além das alteragdes
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decorrentes das anormalidades genéticas, o crescimento e a proliferagdo neoplasica
também podem ser modulados diretamente por moléculas extranucleares.

A mucosa oral é um sitio imunoldgico unico que equilibra a tolerancia e a
ativagao imunologica em resposta a antigenos alimentares, microbiota e patégenos
(Novak et al., 2008; C et al., 2021; Ptasiewicz et al., 2022). O equilibrio imunolégico
oral depende de mecanismos de interagcdo entre as células epiteliais e
imunorregulatorias como as células apresentadoras de antigenos e as células T
reguladoras, que modulam as respostas imunes inatas e adaptativas para evitar a
inflamacao patologica e, ao mesmo tempo, preservar a adequada resposta imune
(Pelaez-Prestel et al., 2021). Esse ambiente finamente ajustado pode influenciar a
biologia dos tumores desenvolvidos na cavidade oral, embora as evidéncias diretas
que ligam a imunidade da mucosa oral as neoplasias linfoides sejam limitadas. Nesse
contexto, pouco se sabe sobre o perfil imunomodulatério do LPB.

Observagdes iniciais sugeriram que o LPB de cavidade oral poderia
representar uma entidade biologicamente distinta de sua contraparte extraoral
(Hansra et al., 2010). No entanto, estudos comparativos subsequentes nao
confirmaram diferencgas clinicas, morfolégicas ou prognésticas significativas entre as
LPBs orais e extraorais (Meer; Perner; Willem, 2022; Qing et al., 2011). Considerando
as caracteristicas imunorreguladoras distintas da mucosa oral, no presente estudo
objetivamos avaliar a expressao de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, e
mediadores de sinalizagdo intracelular na linfomagénese do LPB. Para isso,
realizamos um painel de 607 genes inflamatérios em 10 casos de LPB, 11 casos de
LDGCB-SOE, e 11 casos de PCN. Esses tumores foram escolhidos para comparagao
com o LPB pois representam um espectro de neoplasias originadas de células B em
estagios sequenciais do seu processo diferenciagcdo. Além disso, 0s genes
diferencialmente expressos entre esses trés grupos poderao ser avaliados como alvos

diagnostico e terapéuticos em estudos futuros.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Linfocitos B: desenvolvimento, maturacdo e funcéo

Os linfocitos sdo células brancas (leucdcitos), derivadas das células tronco
hematopoiéticas da medula 6ssea, que podem ser encontradas no sangue periférico
no tecido linfoide. Essas células sao subdividas em linfocitos T (Thymus-derived), B
(Bursal or Bone marrow-derived), e NK (Natural Killers). Os linfocitos B constituem
uma populagdo celular que expressa clonalmente diversos receptores de
imunogloblulina (lg) que reconhecem epitopos antigénicos especificos, sendo,
portanto, componentes fundamentais da resposta imune adaptativa (Cooper; Alder,
2006; Lebien; Thomas; Tedder, 2008).

O desenvolvimento dos linfocitos B compreende uma série de estagios
continuos que se iniciam no tecido linfoide primario com uma subsequente maturacao
funcional no tecido linfoide secundario, e tendo como ponto final a producado de
anticorpos pelos plasmaécitos terminalmente diferenciados (Lebien; Thomas; Tedder,
2008). Cada estagio de maturacao das células B é caracterizado pela expressao de
moléculas de superficie especificas. O estagio inicial é caracterizado pelo rearranjo
ordenado dos genes das cadeias pesadas e leves das imunoglobulinas (Ig). Esse
processo ocorre principalmente em tecidos linféides primarios, como a medula 6ssea
em adultos e o figado fetal em humanos (Chung; Silverman; Monroe, 2003). As células
precursoras (pro-B) expressam inicialmente marcadores como CD34, CD10 e CD19.
Apos rearranjos bem-sucedidos dos genes da cadeia pesada, ocorre a expressao
inicial do receptor pré-B (pré-BCR), fundamental para garantir a selegao positiva das
células que expressam cadeias pesadas funcionais. Este receptor pré-B é formado
por uma cadeia pesada associada a cadeias leves substitutas, denominadas A5 e
VpreB. Neste estagio pré-B, as células passam a expressar CD79a e CD79b (Iga e
IgB) (Brack et al., 1978; Lebien, 2000).

Posteriormente, as células B imaturas passam a expressar IgM na
superficie e deixam a medula éssea ou o figado fetal, migrando através da circulagéo
sanguinea para os tecidos linféides secundarios, como bago e linfonodos (Chung;
Silverman; Monroe, 2003). Nessas regides, as células B naive amadurecem
completamente, adquirindo expressdo adicional de IgD na superficie, além de

marcadores como CD20, CD21, CD22 e CD40. Ao encontrarem antigenos especificos
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apresentados por células dendriticas foliculares, os linfécitos B naive séo ativados e
iniciam a reagao do centro germinativo nos foliculos dos tecidos linféides secundarios
(Lebien; Thomas; Tedder, 2008). Dentro do centro germinativo, ocorre expansao
clonal das células B, hipermutacdo somatica nos genes das imunoglobulinas e
recombinacao de troca de classe, levando a selegdo das células B que expressam
anticorpos com maior afinidade (Jacob et al., 1991; Kelsoe, 1996).

Ao final da reagdo do centro germinativo, as células B podem seguir dois
caminhos principais de diferenciagao terminal: células B de memodria, que continuam
expressando marcadores como CD19, CD20 e CD27, permanecendo prontas para
respostas rapidas em contatos futuros com o0 mesmo antigeno; ou plasmaécitos, que
perdem expressao dos marcadores tipicos das células B maduras (como CD19 e
CD20) e adquirem a expressao de CD38 e CD138, especializando-se na produgao e
secrecdo de grandes quantidades de anticorpos especificos(Lebien, 2000; Lebien;
Thomas; Tedder, 2008).

Perturbagdes no desenvolvimento ou nas fungcdes dos linfocitos B podem
resultar em imunodeficiéncias, doengas autoimunes e neoplasias hematoldgicas,
incluindo leucemias e linfomas (Lebien; Thomas; Tedder, 2008). Cada estagio normal
de desenvolvimento dos linfécitos B pode ter uma contraparte maligna, decorrente da
expansao clonal anormal de um subclone especifico. Linfomas difusos de grandes
células B frequentemente apresentam expressdo desregulada do repressor
transcricional Bcl-6 do centro germinativo e diversos outros genes reguladores da
diferenciacdo das células B ativadas, como MYD88, CD79B, PIM1, e PRDM1,
refletindo as perturbacbes que ocorrem em cada estagio da maturagdo normal das
células B (Pasqualucci; Dalla-Favera, 2015; Song; Matthias, 2018; Ye et al., 1993).

Por outro lado, no mieloma multiplo ocorre a proliferagcdo monoclonal de
células B maduras, denominadas como plasmdcitos, que expressam marcadores
como o CD138 e o MUM1/IRF4. A doenca se desenvolve em decorréncia de eventos
genéticos como trissomias e translocagbes cromossémicas recorrentes envolvendo
0s genes das imunoglobulinas que resultam na superexpressao de oncogenes como
CCND1, CCND2, CCND3, NSD2 (MMSET, WHSC1), MAF, MAFA, e MAFB (Bergsagel
et al., 2005; Kumar; Rajkumar, 2018). Ja o LPB se desenvolve a partir de células B
em diferenciagéo terminal, porém ainda ndo maturadas como plasmécitos, conhecidas
como plasmoblastos. Dessa forma, o tumor apresenta imunofendtipo plasmoblastico,

caracterizado pela perda da expressao de marcadores de células B imaturas, como
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CD10 e Bcl-6, e perda de marcadores de células B maduras, como PAX5, CD20, e
PRDM1/BLIMP1 (Montes-Moreno et al., 2010a, 2017b). Contudo, a expressao de
marcadores associados a diferenciacdo plasmocitaria como CD138, CD38, VS38c,
Blimp1, XBP1 também é observada (Delecluse et al., 1997; LI et al., 2024a). Ainda,
cerca de 40% dos PBLs sao positivos para CD79a, marcador usualmente expresso
pelos linfomas difusos de grandes células B. O desenvolvimento do LPB a partir desse
estagio intermediario de maturacdo das células B explica as sobreposi¢cdes

diagnosticas observadas entre o tumor com o LDGCB-SOE e o PCN.

2.2 Sobreposicdes clinicopatolégicas entre o LPB, LDGCB-SOE, e PCN

Do ponto de vista clinico, os individuos imunocomprometidos,
especialmente portadores de HIV-AIDS, representam a populagdo mais afetada pelo
LPB (Fonseca et al., 2021; Rodrigues-Fernandes et al., 2018). No entanto, o quadro
de imunossupressao também é considerado fator de risco para o desenvolvimento do
LDGCB-SOE (Kimani et al., 2020), que analogo ao LPB, pode ser coinfectado pelo
virus EBV, sendo reclassificado em LGDGCB-EBV+ (Chapman et al., 2021). Portanto,
ainda que o LPB ocorra majoritariamente em individuos HIV-AIDS positivos, e
apresente coinfecgao por EBV na maior parte dos casos, esses achados nao podem
ser considerados patognoménicos para o diagnéstico do tumor. Nao obstante, a
doenca também pode ocorrer em individuos imunocompetentes (Vourexakis;
Dulguerov, 2014), assim como os infiltrados extradsseos de MM e o plasmocitoma
extradsseo primario, que sao as neoplasias de células com diferenciagao
plasmocitaria mais semelhantes ao LPB (Chen et al., 2022; Liu et al., 2020a; Vega et
al., 2005).

Microscopicamente, o tumor é caracterizado por uma proliferagao difusa de
imunoblastos e plasmablastos que pode ser indistinguivel do LDGCB-SOE, sobretudo,
da sua variante imunoblastica. A sobreposigdo de achados histopatolégicos entre os
dois tumores é ainda mais acentuada nos casos de LPB de cavidade oral. Por outras
vezes, as células do LPB podem apresentar acentuada diferenciacdo plasmocitica
mostrando-se morfologicamente idénticas a populagdo celular das variantes
plasmablastica e anaplasica do PCN (Karube; Satou; Kato, 2024). Desse modo, a

analise histopatoldgica € insuficiente para a definicdo do diagnéstico de LPB.
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Atualmente, a imuno-histoquimica € o principal, e mais acessivel, método
auxiliar para o diagnéstico de rotina dos linfomas. O imunofenétipo do LPB é
representativo de diferenciacdo plasmocitaria, com positividade para as citocinas
VS38C, MUM1, CD38, CD138, e CD79a, e negatividade ou positividade fraca para
marcadores de células B maduras como, CD20 e PAX5 (Fonseca et al., 2021). Ja o
LDGCB-SOE, é positivo para marcadores de células B e negativo para citocinas de
plasmacitos (Sukswai et al., 2020). A marcagéo positiva para cadeias pesadas e leves
de kappa e lambda nas variantes do PCN é o achado mais importante para distingui-
las do LPB (Karube; Satou; Kato, 2024; Rimsza et al., 2014). Além disso, o indice de
proliferagdo celular, mensurado pela expressdo do marcador Ki67, ¢é
significativamente reduzido em lesées de PCN em comparagédo ao LPB. Contudo,
ainda que os painéis de imuno-histoquimica tenham grande valor para a rotina de
diagndstico, uma miscelania de eventos genéticos pode ocorrer nesses tumores,
resultando em um perfil de expressado de citocinas alterado. Assim, a definicdo de
biomarcadores especificos € um dos principais objetivos das pesquisas realizadas

com essas doengas.

2.3 Alteracdes moleculares no LPB, LDGCB-SOE, e PCN

Atualmente, a translocagao 8qg-14q+ envolvendo os genes MYC e IGH é
considerada a impressao digital do tumor, presente em cerca de 50% dos casos
(Chapman-Fredricks et al., 2012; Hassan et al., 2007; Huang; Zhang; Gao, 2015;
Karube; Satou; Kato, 2024; Miao et al., 2020; Montes-Moreno et al., 2017a; Pather et
al., 2021; Ramburan; Kriel; Govender, 2022; Taddesse-Heath et al., 2010; Yordanova
et al., 2019). Contudo, a mudanca nao é exclusiva do LPB, sendo detectada em 8-
14% dos LDGCB — SOE e em aproximadamente metade dos casos de PCN, o que
impede que a alteragdo cromossOmica seja considerada como alvo molecular
diagnéstico para o LPB (Chisholm et al., 2015; Sewastianik et al., 2014). Ainda que a
translocacao IgH-MYC seja um evento em comum, estudos recentes mostraram que
o perfil de lesbes genéticas do LPB é marcadamente diferente do LDGCB — SOE e do
PCN (Bibas, 2024; Chapman et al., 2021; Liu et al., 2020b; Montes-Moreno et al.,
2010b).

Os LPBs abrigam mutagbes envolvendo varios genes das vias de
sinalizagado celular JAK-STAT, MAPK-ERK e NOTCH. Ja no LDGCB-SOE, as
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mutacdes em membros da familia NF-kB e em genes reguladores epigenéticos como
CREBBP e KMT2D séao prevalentes. As mutagées em proteinas da via JAK-STAT,
particularmente envolvendo o gene STAT3, foram detectadas em aproximadamente
40% dos casos de PBL avaliados por Liu e colaboradores (Liu et al., 2020b). Em
contrapartida, sdo eventos raros no PCN e no LDGCB — SOE (Kuppers, 2020; Liu et
al., 2020b). Esse conjunto de alteragdes moleculares em familias de genes, e em vias
de sinalizacao celular especificas, pervadiu as amostras de LPB estudadas, e por isso,
foi considerado definidor da doenga (Kuppers, 2020).

As mutagdes missenses nos residuos hotspot p.G12, p.G13, e p.Q61 do
gene NRAS, além daquelas detectadas nas regides p.G12, p.G13, e p.A146 do gene
KRAS, e p.V600, p.G466, e p.G469 do gene BRAF foram detectadas em 30%-50%
dos casos de LPB. As mutagdes ativadoras da via de sinalizagéo celular JAK-STAT
foram encontradas em 35% dos casos de LPB, sobretudo no dominio SH2 de STATS3,
afetando os residuos p.D661 e p.D640, regiao essencial para dimerizacao e ativagao
do gene (Frontzek et al., 2021; Liu et al., 2020c; Ramis-Zaldivar et al., 2021).

A heterogeneidade genética do LPB foi detalhada no elegante estudo de
Frontzek e colaboradores (Frontzek et al., 2021). O grupo comparou o perfil de
alteragdes genéticas em subgrupos biologicamente definidos, incluindo status de
positividade para HIV e EBV, presenca de transloca¢cdes MYC, estado imunolégico e
localizagdo primaria do tumor. Foi encontrado um padrdo de aberragdes
cromossOmicas, incluindo dele¢des envolvendo os cromossomos 1p e 13qg, em 73%
dos PBL negativos para EBV, e os cromossomos 4q e 18p, nos tumores desenvolvidos
em individuos imunocompetentes. Ainda, amplificagcbes cromossOmicas focais em
1943, 2931.3, 11923.3, e 12p11.22 foram significativamente associadas a presenga
de translocagbes em MYC. Os autores também observaram que os pacientes
afetados por PBL negativos para EBV abrigavam mais muta¢des no gene supressor
de tumor TP53, e uma menor taxa de sobrevida. Finalmente, a presenca de mutacdes

em NRAS também foi relacionada ao prognoéstico sombrio (Frontzek et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil de expressao de genes inflamatérios em amostras LPB, LDGCB-
SOE, e PCN.

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar os achados clinicos e imunofenotipicos de uma série de
casos de LPB, LDGCB-SOE, e PCN.

e Avaliar a presenca de translocacfes envolvendo os genes MYC, BCL2
e BCL6.

¢ ldentificar genes diferencialmente expressos entre as amostras de LPB,
LDGCB-SOE, e PCN.

e Avaliar as vias de sinalizacdo celular enriquecidas e as redes de
interacdo formadas de acordo com o perfil de expressdo génica

diferencial.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo, amostras e aspectos éticos

Estudo multicéntrico, observacional transversal realizado a partir da
selecao retrospectiva de amostras diagnosticadas como LPB, LDGCB-SOE, e PCN,
pelos Servicos de Patologia Oral e Maxilofacial da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Minas Gerais, de Estomatopatologia da Faculdade de Odontologia
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (UNICAMP), e do Servico Integrado de
Patologia e Cirurgia Bucomaxilofacial do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto
(HUJBB), da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Para (UFPA). As
32 amostras de tecido fixado em formol e incluido em parafina (FFPE) sendo, 10
amostras de LPB, 11 amostras de LDGCB-SOE e 11 amostras de PCN foram
selecionadas por amostragem por conveniéncia, dado a natureza rara desses
tumores. O grupo de PCN incluiu cinco casos de mieloma de plasmacitos (MP) e seis
de plasmocitoma solitario 6sseo (PSO), com base na presenca de envolvimento 0sseo
multiplo ou na auséncia de dados disponiveis. O presente estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba (UNICAMP) (CAAE: 44647421.1.0000.5418) (ANEXO A) e
foi realizado de acordo com os principios estabelecidos pela Declaracao de Helsinki.

4.2 Analise histopatoldgica e imuno-histoquimica

Para confeccdo das laminas de andlise histopatolégica foram obtidos dois
cortes de 5um de cada bloco. Os cortes foram levados ao banho-maria em uma
temperatura de 40°C para remocdo da parafina e de possiveis dobras no tecido.
Posteriormente, foram coletados por meio de uma lamina adesivada. As laminas
foram levadas a estufa aquecida a 60°C para remocao do excesso da parafina e
adesdo do corte a lamina. Por fim, os tecidos foram corados com hematoxilina e
eosina (H&E). A analise histopatoldgica foi conduzida por um patologista experiente
(F.P.F) para confirmagéo dos diagnosticos de interesse.

As reacgdes imuno-histoquimica foram realizadas em secg¢des de 3 um dos

tecidos FFPE, que foram desparafinados com xileno e reidratados numa série de
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etanol. A recuperacédo antigénica foi efetuada através do aquecimento em panela de
pressdo com TrilogyTM (diluicdo 1:20; Cell Marque, Rocklin, CA, EUA) durante 30
minutos. A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada com perdxido de
hidrogénio a 10% num banho duplo durante 15 minutos. Apés lavagem com um
tampéao Tris-HCI (pH 6,0), as secc¢les de tecido foram submetidas a um bloqueio de
avidina/biotina para evitar a ligacdo ndo especifica do anticorpo primario em dois
banhos de 10 minutos cada. Apés trés banhos com tampéo Tris-HCI (pH 6,0), as
laminas foram incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente com 0s seguintes
anticorpos primarios: CD20, CD10, CD3, CD138, VS38c, CD79a, CD56, MUM1, EMA,
Bcl2, Bcl6, c-myc, e Ki-67. O sistema de detecdo imunoenzimatica de antigénio
estreptavidina-biotina foi efetuado através de dois banhos sequenciais com o
anticorpo secundario antipolivalente de cabra biotinilado (SPRING Bioscience,
Pleasanton, CA, EUA) e estreptavidina peroxidase plus (SPRING Bioscience,
Pleasanton, CA, EUA) durante 15 minutos cada. As laminas foram subsequentemente
expostas a tetracloreto de diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA)
durante no maximo de 3 minutos. Por fim, as laminas foram contra-coradas com
hematoxilina de Meyer durante 5 minutos. Foram utilizadas seccdes de controle
positivo interno para cada anticorpo, enquanto o controle negativo foi obtido omitindo
0 anticorpo primario especifico.

A imunomarcacdo foi avaliada descritivamente quanto a localizacdo e
positividade. A positividade do marcador foi definida por valores de corte
recomendados pela classificacdo da OMS: 250% de coloragao citoplasmatica para
Bcl2 e 240% de coloragao nuclear para c-myc. O indice Ki67 foi calculado em 1.000
células positivas, contadas em cinco hotspots de alta poténcia. A subclassificacao de
LDGCB,SOE foi realizada de acordo com os algoritmos de Hans e Muris, com base
na coloracdo de CD10 (citoplasmatica), Bcl6é (nuclear), Bcl2 (nuclear) e MUM1

(nuclear), cada uma com um limite de positividade de 30%.

4.3 Estudo de hibridizacao in situ

4.3.1 Hibridizacéo in situ por cromégeno

A presenca do EBV foi investigada por hibridacéo in situ por cromogeno

(CISH). Uma sonda de acido nucleico peptidico marcada com fluoresceina (PNA)
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complementar a 2 RNAs codificados pelo virus (EBER) (Y5200, Dako, Glostrup,
Dinamarca) foi hibridizada a 55°C durante 90 minutos. Sequencialmente, a marcacéo
foi efetuada utilizando o kit de detec¢cdo PNA ISH (K5201, Dako). Um Unico caso de
linfoma extranodal de células NK/T, tipo nasal, foi utilizado como controlo positivo. A
hematoxilina de Carazzi foi utilizada para a contra-coloracdo subsequente. Os casos
foram considerados positivos para o EBV se fosse detectada coloracdo azul escura

nos nucleos das células neoplésicas.

4.3.2 Hibridizacao in situ por fluorescéncia

A hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH) foi executada em secdes de
4 pm tecido utilizando sondas de separacdo de duas cores para 0S rearranjos
MYC/8qg24, BCL6/3g27, e BCL2/18g21 (Abbott Laboratories, Des Plaines, IL). As
células foram hibridizadas com as sondas MYC, BCL2 e BCL6, e os nucleos foram
contra-corados com 4',6-diamidino-2-fenilindol antifade. A fluorescéncia foi detectada
utilizando um microscépio de fluorescéncia Olympus BX41 (OlympusTM, Japédo) com
filtros de excitacdo para 4',6-diamidino-2-fenilindole (260 nm) e rodamina (570 nm).
Para cada caso, foram analisados até 200 nucleos interfasicos utilizando um sistema
de analise de imagem ASI (Applied Spectral ImagingTM, Israel). As manchas nos

nucleos foram classificadas conforme descrito anteriormente (Scott et al., 2018).

4.4 Extracdo de RNA

O micrétomo manual foi utilizado para a obtencéo de 15 a 20 cortes com 5
pm de espessura das amostras de tecido FFPE selecionadas para o estudo. Em
seguida, o RNA gendmico total (QRNA) foi extraido usando o kit pré-fabricado
ReliaPrep™ FFPE Total RNA Miniprep System (#Z1001, Promega Biotecnologia do
Brasil LTDA, Brasil), seguindo o protocolo do fabricante. Apds a desparafinizacdo com
0 0leo mineral, o tamp&o de lise e a enzima Proteinase K foram adicionados para a
digestao tecidual enzimatica em banho seco a 80°C por cerca de trés a quatro horas.
Em seguida, as amostras foram resfriadas por 1 minuto em gelo e, posteriormente, o
tratamento com DNase foi conduzido, a fim de degradar as moléculas de DNA
presentes. O isolamento do RNA foi iniciado com a transferéncia do conteudo lisado

para as colunas de silica. Entdo, apds a lavagem das colunas em dois banhos
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subsequenciais com 500 L de solugéo de lavagem, as colunas foram secas em uma
centrigucdo a 16.000 x g por 3 minutos, e o RNA foi duplamente extraido utilizando 25
UL e 20 pyL de H20 livre de nucleases em cada extragcdo. O RNA extraido foi
armazenado a -80°C até o inicio do preparo das amostras para 0 ensaio de expressao

génica.

4.5 Ensaio de expresséo génica

4.5.1 Preparo das amostras

A quantificacdo e a avaliacdo da pureza do RNA extraido foi medida por
meio da analise por espectrofotometria utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop®
2000 (Thermo Fisher Scientific, CA, USA). Para analise, foi avaliado 1 pL do RNA
extraido considerando como razfes de fotometria 6timas o resultado da proporgao
260/280 e 230/260 entre 1,8 e 2. As amostras com quantificagdo em nanogramas
maiores do que 1.000 foram diluidas na propor¢éo 3:10.

A integridade do RNA extraido foi avaliada por meio de quantificacdo
fluorométrica no fluorémetro Qubit 4.0 (#Q33238, Thermo Fisher Scientific, CA, USA)
utilizando o kit Qubit RNA 1Q Assay (#Q33221, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
CA, USA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Apés o preparo da
solucao de trabalho, 10 pL de cada um dos trés padrdes de leitura foram diluidos em
190 pL de solucéo de trabalho, e entdo, a curva de fluorescéncia padrao foi feita para
a calibracdo da leitura do equipamento. Subsequentemente, 1 uL das amostras do
estudo foi diluido em 199 uL da solucdo de trabalho. As amostras foram entédo
brevemente vortexadas, centrifugadas, e encubadas em ambiente protegido da luz
por um periodo de 5 minutos. Por ultimo foram mensuradas utilizando o moédulo RNA
IQ Assay. Todas as mensuracdes foram feitas utilizado os tubos especificos Qubit™
Assay Tubes (#Q32856, Thermo Fisher Scientific, CA, USA). Considerando a
peculiaridade dos acidos nucleicos extraidos de de tecidos FFPE, foram incluidas no
estudo amostras com RNA 1Q superior a 5,0. Os resultados de quantificacdo e

integridade do material extraido podem ser consultados no APENDICE A.
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4.5.2 Reacédo de transcricao reversa

A reagdo de transcricAo reversa foi realizada empregando o Kit
SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis (#11754050, Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, CA, USA) para a sintese do DNA complementar (cDNA) necessaria para as
reacoes em cadeia de polimerase (PCR) posteriores, seguindo as recomendacdes do
fabricante. A quantidade de RNA inserido foi calculada de modo a alcancarmos a
quantidade de 2 pug de RNA total sugerido pelo fabricante do painel de expresséao
génica a ser realizado. Desse modo, a quantidade de RNA inserido para a reacéo de
transcricdo reversa variou entre 2,7 UL a 14 pL. Apos a distribuicdo e homogeneizacgao
das amostras no mix, a reacdo de transcricdo reversa foi feita em trés periodos de
incubacéo, sendo o primeiro a 25°C por 10 minutos, seguido por 42°C por 60 minutos,
e uma incubacéao final a 85°C durante 5 minutos. Apds incubacdo em gelo por 5
minutos as amostras foram armazenadas a -20°C até a realizacdo do ensaio de

expressao génica.

4.5.3 Perfil de expressao de genes inflamatorios

O painel de inflamacédo humana Human Inflammation Panel — TagMan®
(#4475389) constituido por 607 marcadores de vias de resposta inflamatoria e 24
controles enddgenos foi utilizado no sistema OpenArray® da plataforma QuantStudio
12k (QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System, ThermoFisher Scientific, CA,
USA) para a avaliacédo do perfil de expressdo de genes inflamatérios dos grupos de
estudo da presente pesquisa.

Os painéis OpenArray sdo apresentados como placas de reacdo de
densidade média de 63 PCN x 19 PCN. Cada placa possui 3072 micro-pocos de
passagem de reacao, onde os primers para os genes alvos estao inseridos. Os micro-
pocos sao distribuidos em 48 sub-matrizes, cada uma com 64 orificios de passagem
dispostos em grelhas de 8 x 8. Cada micro-pogco € revestido com componentes
hidrofilicos e hidrofébicos para que os reagentes da reacdo de PCR sejam mantidos
dentro de seus respectivos pogos (Figura 1 A). Cada ensaio completo do painel
ocupou 12 subarrays. Dessa forma, em cada placa, foram analisadas 4 amostras do

estudo (Figura 1 B).
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A primeira etapa do experimento de expressao génica consistiu no preparo
e distribuicdo dos reagentes da reacdo e das amostras nas placas de 384 pocos, de
acordo com as recomendac¢0fes do fabricante. Apos a homogeneizacgdo de 145,2 pL
do master mix (2X TagMan® OpenArray® Real-Time) e 75,5 uL de H20, 50,2 uL da
mistura foram distribuidos em cada poco da placa de 314 pocos. Em seguida, foram
adicionados 15,8 puL das amostras de cDNA, em cada subarray (Figura 1 C).
Posteriormente a selagem, a placa foi centrifugada por 1 minuto a 1.000 rpm e
carregada no equipamento AccuFill™ (QuantStudio™ 12K Flex Accufill System, #
4471021, ThermoFisher Scientific, CA, USA) para a pipetagem automatica de 33 nL
da mistura previamente distribuida na placa de 314 pocos em cada um dos 3072
micro-pocos da placa de analise contendo os genes alvo. Finalizada a pipetagem
automaética, as placas de andlise foram introduzidas no equipamento QuantStudiol2k
onde as reacdes de PCR simultaneas foram realizadas seguindo a termociclagem

proposta pelo fabricante.

Figura 1 — Representagdo esquematica das placas de reacao e disposicdo dos subarrays.

A Revestimento Revestimento B C

S hidrofébico hidrofilico 5"‘::1""

: 3 Subarray U B, . . e a " o n

A1 000000700000 00000r0a¢
-00000W 100000 00000Jr, 00000

< 000000 1J0000000000r.400800

- 000000J0000000000wws00000

@)

4 )

' |
LUETUEN Amostra 4 . £
b3
3

DU
|

i~ 7y
ic it
i

SE

Micro-pogo com :|3| IrAE @,
capacidade para o L ic
30 nL de reagentes

Legenda: a) Caracterizacao dos micro-po¢os constituintes da placa de reacao.
b) Disposicdo das amostras na placa de reacdo contendo 3072 micro-pog¢os. Cada subarray
€ contém 64 micro-pocos, onde estdo distribuidos os alvos. Para a realizagdo do painel
completo em cada amostra séo utilizados 12 subarrays.
c) Distribuicdo das amostras e reagentes na placa de 384 pogos, previamente a pipetagem
automatica na placa de reacao.

FONTE: Adaptado de TagMan® OpenArray® Pathway Panels. User Guide. Applied
Biosystems, 2013.

45.4 Revisao dos dados

O modulo de quantificacao relativa da plataforma Thermo Connect Platform
(https://apps.thermofisher.com/apps/spa/beta/#/dashboard) foi utilizado para a revisao

dos dados obtidos e para as analises estatisticas univariadas subsequentes. Apos a

criagdo do projeto contendo todas as placas, trés biogrupos de andlise foram


https://apps.thermofisher.com/apps/spa/beta/#/dashboard
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definidos: (1) DLBCL, NOS, constituido pelas amostras de LDGCB-SOE; (2) PBL,
formado por amostras de LPB; e (3) PCM composto por amostras de PCN. Seguindo
a formacao dos biogrupos, a revisdo dos dados brutos foi conduzida a fim de avaliar
a qualidade dos dados de amplificagcéo obtidos.

Os parametros de qualidade foram definidos conforme descrito no
APENDICE B. Os limites do status de amplificacdo e o limite de confianca do Crr
(Cycle Relative Threshold) foram as principais medidas para a determinacao dos alvos
considerados amplificados. Cada placa de analise foi revisada individualmente para a
verificacdo da porcentagem de alvos amplificados, inconclusivos e ndo amplificados
por meio do grafico de roda de outliers (Figura 2 A). Verificou-se, no mesmo grafico,
o padrédo de amplificacdo de cada amostra (Figura 2 B). A revisao individual de cada
alvo do painel também foi performada e, aqueles que apresentaram mais do que trés
sinais de interferéncia e curvas de amplificacdo deformadas, foram omitidos das
analises estatisticas subsequentes (Figura 2 C e D). As amostras do estudo que

acumularam mais de 1.800 sinais de interferéncia também foram excluidas da andalise.
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Figura 2 — Graficos de roda de outliers e de quantificacéo relativa.
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Legenda: a) Grafico de outlier mostrando o estado de amplificacdo de uma das placas de reagéo. Os
alvos amplificados sé@o caracterizados por picos longos que estéo distribuidos na metade
inferior do gréafico. As cores dos picos indicam os ciclos da reacdo (cycle threshold - CT)
nos quais a amplificag&o foi iniciada. A coloragé@o azul escuro indica o ciclo 0, enquanto a
cor vermelha escuro indica o ciclo 40.

b) Gréfico de outlier mostrando o estado de amplificacdo das amostras #15, #20, #14, # 23.
Os alvos ndao amplificados ou inconclusivo se dispdem visualmente como pontos.

c) Grafico de quantificacéo relativa mostrando a amplificagdo adequada do alvo JAK1. O CT
é exibido no eixo X, enquanto a quantificagao relativa, ou ACrr em escala logaritmica.

d) Grafico de quantificacéo relativa mostrando a amplificagdo inadequada dos alvos C8G,
CD163, e ALOX5. As linhas pontilhadas indicam que os alvos foram omitidos das analises
estatisticas subsequentes, devido a méa qualidade da amplificagao.

FONTE: Gerado pela autora em  Thermo  Fisher Connect Platform, 2025.
https://www.thermofisher.com/br/en/home/digital-science/thermo-fisher-connect.html?SID=fr-cloud-2

455 Anélises estatisticas

A normalizacdo global, método de normalizag&o algoritimica dos escores
de Crr foi aplicada ao conjunto de dados do estudo. A analise do escore de Crtseguiu
0 método singleplex, no qual os alvos de interesse e os controles enddgenos estéo

distribuidos em pocos diferentes. Para a maior parte das anélises o PBL foi o biogrupo


https://www.thermofisher.com/br/en/home/digital-science/thermo-fisher-connect.html?SID=fr-cloud-2
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de referéncia e a amostra PBL 14, a amostra de referéncia. Apenas a analise de
expressdo diferencial por grafico de vulcdo foi realizada em trés conjuntos
considerando, em cada um deles, um biogrupo de estudo como referéncia e as
melhores amostras de cada biogrupo como as amostras de referéncia.

O método de analise de variancia, ANOVA, foi utilizado para analise
estatistica univariada dos trés grupos independentes em estudo adotando como limite
de significancia estatistica um p valor menor do que 0,05 (p < 0,05). O método de
correcdo pos-teste de Benjamini-Hochberg foi aplicado para o controle da taxa de
descobertas falsas (FDR). Para todas as andlises, o intervalo de confianca de 95% foi
estabelecido. A variagédo dos valores de Crr de cada amostra foi avaliada por meio
dos gréficos de caixa. A analise de correlagéo de Pearson (p > 0.7) foi conduzida para
avaliar a correspondéncia entre os biogrupos. O gréfico de calor foi o método de
analise ndo supervisionado empregado para identificar a formacdo de possiveis
agrupamentos de acordo com método de ligacdo completa, conforme descrito
previamente (D’haeseleer, 2005). Finalmente, a andlise por grafico de vulcéo foi feita
para a avaliacdo das diferencas no nivel de expressdo génica relativa entre os
biogrupos do estudo por meio da relagéo entre os valores de p e os valores de fold-

change (FC) de cada alvo.

4.6 Enriquecimento funcional e andlise de redes de interacao

A ferramenta de definicdo de perfis funcionais (g:GOSt) do software
g:Profiler (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost) foi utilizada a fim de alcancar uma
compreensao mais abrangente das funcdes e mecanismos pelos quais 0s genes
diferencialmente expressos contribuem para a patogénese do LPB, por meio de uma
analise de enriguecimento dos conjuntos diferencialmente expressos (Kolberg et al.,
2023). Para a andlise, foram considerados os resultados de expressao diferencial
tendo o PBL como grupo de referéncia. Os enriquecimentos foram realizados com
base nos termos definidos pela base de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) (https://www.genome.jp/kegg/). A corre¢cdo de Bonferroni com
limite de p < 0.05 foi adotada como método de controle do erro por multiplas testagens.

O modulo Proteins with Values/Ranks da versao 12.0 da base de dados
STRING (https://string-db.org/) foi empregue para avaliar as redes de interacéo

proteina-proteina, a fim de compreender as principais vias de sinalizacdo moduladas
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pelos genes diferencialmente expressos entre o0s grupos de estudo. Foram
considerados apenas o0 conjunto de genes diferencialmente expressos obtidos da
andlise de expresséao diferencial tendo o grupo de LPB como referéncia. A lista de
genes diferencialmente expressos foi convertida utilizando o médulo g:Convert do
software gProfiler (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/convert) para obtencdo do registro
ENSP de cada gene. O material de entrada para analise STRING foi constituido pela
lista das proteinas em conjunto com 0s seus respectivos valores de fold change. O
método de agrupamento k-means foi aplicado para obtencdo de quatro clusters de

interacBes com o intuito de ampliar a visualizacdo das redes de interacdo formadas.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo da amostra

Das 32 amostras incluidas no estudo, 10 foram de LPB, 11 de LDGCB-
SOE, e 11 de PCN. Os individuos diagnosticados com LPB tinham entre 24 e 81 anos
(x46,9+19,7), enquanto a idade dos afetados pelo LDGCB-SOE variou entre 33 e 87
anos (x59,2+16,1), e daqueles com PCN entre 55 e 78 anos de vida (x65,8+8).
Embora os individuos do sexo masculino tenham sido predominantemente afetados
nos trés grupos em estudo, a proporcao de homens no grupo de LPB foi maior (8/10).
O estado de infec¢éo por HIV foi informado apenas para 7/10 dos individuos com PBL.
Destes, 5 foram positivos e apenas um foi do sexo feminino. Todos o0s tumores
incluidos no presente estudo ocorreram em regiao de cavidade oral. Para os 23 casos
com localizagBes anatdbmicas especificas informadas, 10 se desenvolveram em
gengiva, dos quais 2 se estenderam para o palato. Todos esses casos pertenciam ao
grupo de LPB. A mandibula foi a segunda localizacdo mais frequente com 7 casos,
seguida pela maxila e orofaringe, com 3 casos cada.

A sintomatologia dolorosa foi reportada por 4/10 individuos com LPB, e 4/10
com PCN. Essa informacao pode ser recuperada para apenas 2/11 casos de LDGCB-
SOE, e ambos afirmaram sentir dor. A presenca de ulceracao foi um achado clinico
frequente para os grupos de LPB (9/10) e LDGCB-SOE (6/8). Por outro lado, apenas
2/10 dos casos de PCN apresentavam-se clinicamente como lesdes ulceradas. A
principal caracteristica clinica para os trés grupos de tumores estudados foi 0 aumento
de volume, presente em 28 dos 30 casos para 0s quais esse dado foi recuperado.
Para os casos informados, o tempo de evolucédo da doenca variou entre 1 e 6 meses
para o grupo de LDGCB-SOE (x2,7+1,9), entre 1 e 24 meses para o grupo de PCN
(x5,8+7,4), e entre 1 e 3 meses para o grupo de LPB (x1,6+0,86).

A maioria dos pacientes do grupo de LDGCB-SOE foram tratados com o
esquema de quimioterapia sistémica CHOP (Ciclofosfamida, Hidroxidaunomicina,
Oncovin, Prednisolona) ou R-CHOP, que inclui o Rituximabe a combinacao dos quatro
medicamentos descritos previamente. A radioterapia foi empregada em dois casos do
tumor. A informacé@o sobre o regime terapéutico foi descrita em 4 casos de PCN
incluidos no estudo, dos quais dois receberam tratamento quimioterapico e

radioterapico associados e dois receberam o transplante de medula 6ssea além da
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radio/quimioterapia. A associacdo de quimio e radioterapia também foi a terapia
realizada para os trés casos de LPB cuja informacéo pdde ser recuperada. Um desses
individuos também recebeu o regime de terapia antiretroviral. A evolu¢éo para o 6bito
ocorreu em 5/8 pacientes com LDGCB-SOE, 1/8 pacientes com PCN e 2/10 individuos
com LPB. A Tabela 1 sintetiza as informacfes clinicopatolégicas descritas nessa

secao.



33

Tabela 1 — Caracteristicas clinicas, laboratoriais e moleculares dos casos incluidos no estudo

Parametro

LPB (n = 10)

LDGCB-SOE (n = 1)

PCN (n = 11)

Idade, média (intervaloxDP)

260 anos / <60 anos, n (%)

Sexo, n
Feminino
Masculino
Localizagdo anatémica, n
Cavidade oral
Orofaringe
Maxila
Mandibula
Gengiva
Palato
Sinais e sintomas, n
Dor
Ulceracgao
Aumento de volume
Necrose

46,9 (23-81%20,8)

6 (60%) / 4 (40%)

4
9
10
8

Duragéo da doenga (em meses) 1,6 (1-30,9)

média (intervalotDP)

Status para HIV, n
Positivo / Negativo
Desconhecido

Status para EBV (EBER)
Positivo / Negativo

Célula de origem, n
GCB
Nao-GCB

indice de proliferacdo celular —

Ki67 (%), média (intervaloxDP)

Rearranjo do gene MYC, n
Positivo / Negativo
Desconhecido

Rearranjo do gene BCL6, n
Positivo / Negativo
Desconhecido

Rearranjo do gene BCL2, n
Positivo / Negativo
Desconhecido

5/2
3

10/0

NA
NA

92% (80-10015,8)

2/4

1/5

1/5
4

59,2 (30-87%16,9)

5 (55%) / 6 (66%)

SN

N WoooN

57% (36-90+13)

2/9

2/9

1/10

65,8 (55-78+8,4)

4 (44%) 1 7 (T7%)

o ;N

|l Nw | =
-_—

a N oOoN D>

8 (1-2418)

0/1

0/1

NA
NA

29% (5-90+24,3)

Legenda: PBL: Linfoma Plasmablastico. DLBCL-NOS: Linfoma difuso de grandes células B, sem outra
especificacdo. PCN: neoplasias plasmocitos. GCB: germinal B-cell-like. NA: Nao se aplica.

FONTE: Elaborado pela autora, 2025.
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5.2 Andlise histopatologica e imuno-histoquimica

Microscopicamente, os casos de PBL apresentavam uma proliferacao
difusa de células neopldsicas de grandes dimensdes com um nucleo redondo
contendo uma cromatina ndo condensada e um nucléolo central proeminente,
consistente com imunoblastos. Células grandes com nucleo deslocado, nucléolo
proeminente, e citoplasma eosinofilico abundante, consistente com plasmablastos,
também foram observadas. As mitoses atipicas eram comuns e a necrose estava
presente em 8/9 casos. A maioria dos LPBs apresentavam positividade para CD138
(9/10), e VS38c (7/10). O MUML1 foi realizado em 2 casos de PBL e ambos foram
positivos. O marcador de células B maduras CD20 foi negativo em todos 0s casos
incluidos, enquanto o CD79a foi positivo em 1/3 casos para os quais o marcador foi
avaliado. Todos os casos exibiram positividade para EBER, indicando a presenca do
virus EBV. O indice proliferativo médio medido pelo Ki-67 foi de 92%, variando entre
80% e 100% (Tabela 2). As caracteristicas histopatoldgicas e imuno-histoquimicas do
LPB podem ser observadas na Figura 3.

Tabela 2 — Caracteristicas imunofenotipicas e citogenéticas das amostras linfoma plasmablastico
(LPB).

22
24
20
23
15
12
11
17
14

Plasma
cell FISH FISH FISH
#ID Group CD3 CD20 marker HHV8 ALK Ki67 (%) EBER HIV  BCL2 BCL6 MYC

LPB - - + - - 95 + + NR NR NR
LPB - - + - - 90 + + - - -
LPB - - + - - 90 + NI NR NR NR
LPB - - + - - 90 + + NR NR NR
LPB - - + - - 90 + + NR NR NR
LPB - - + - - 90 + - - - -
LPB - - + - - 100 + - - - +
LPB - - + - - 80 + NI - - -
LPB - - + - - 100 + NI - - -
LPB - -+ - - 95 ¥ ; " + +

13

Legenda: +: Positivo. -: Negativo. NR: N&o realizado. NI: Nao informado. Os marcadores plasmocitarios
incluiram CD138, VS38c e/ou MUML1.

FONTE: Elaborado pela autora, 2025.
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Figura 3 — Caracterizagdo morfolégica, imunofenotipica e viral das amostras linfoma plasmablastico

(LPB)

Legenda: a) Area extensa de necrose central com infiltragdo tumoral nas regides periféricas (H&E,

g

L Sk ] k4
aumento original 10x).

b) Padrdo difuso constituido por células grandes, blastoides, com nulcleos vesiculosos e
nucléolos proeminentes (H&E, aumento original 20x).

c) Presenca de padrao em “céu estrelado”, evidenciado por macréfagos intercalados entre as
células tumorais, sugerindo atividade fagocitica (H&E, aumento original 20x%).

d) Auséncia de express@o de CD20, indicando perda do fendétipo B convencional (CD20,
aumento original 20x%, IHQ).

e) Forte marcacdo de membrana para CD138, indicando diferenciacdo plasmablastica
(CD138, aumento original 20x, IHQ).

f) Expressao difusa de VS38c¢ nas células neoplasicas, compativel com fen6tipo plasmocitario
(VS38c, aumento original 20x%, IHQ).

g) Positividade para CD79a, marcador frequentemente preservado em LPBs, mesmo na
auséncia de CD20 (CD79a, aumento original 20%, IHQ).

h) Alta taxa proliferativa, com positividade nuclear para Ki-67 em mais de 90% das células
(Ki-67, aumento original 20%, IHQ).

i) Forte positividade nuclear para EBER, evidenciando infeccdo latente pelo virus Epstein-
Barr (EBER-ISH, aumento original 20x, hibridiza¢&o in situ).

FONTE: Elaborado pela autora, 2025.

A andlise histopatoldgica das amostras de LDGCB-SOE revelou uma

proliferacéo difusa e polimorfa de células predominantemente de grandes dimensdes

com morfologia de imunoblastos/centroblastos, entremeadas por células menores e

hipercromaticas. Areas de necrose foram observadas em todas as amostras e 4/11
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amostras apresentaram aparéncia histopatolégica de céu estrelado. A taxa mitotica
foi alta para 7/11 amostras, com mais de quatro mitoses atipicas por campo
observado. As reagBes imuno-histoquimica revelaram uma forte positividade para
CD20 em todas as amostras. Quatro amostras (#5, #6, #21, #29) expressaram CD10
em mais de 30% das células tumorais, sendo classificados como subtipo GCB. Outros
quatro casos (#1, #2, #18, #31) apresentaram perfil CD10-/BCL6+/MUM1+, dois (#4,
#19) foram CD10-/BCL2+/MUM1+, e um caso (#3) demonstrou expressao de BCL2
e BCL6. Assim, sete dos onze casos foram classificados como subtipo ndo-GCB. O
indice médio de proliferacédo celular mensurado pelo Ki-67 foi de 57%, variando entre
36% e 90%. A hibridizac&o in situ revelou negatividade para o EBV em todas as
amostras do tumor. A reacdo de imuno-histoquimica para c-MYC foi positiva em 6/11
amostras, das quais apenas uma apresentou positividade para o rearranjo do gene na

reacao por hibridizacao in situ (Tabela 3).

Tabela 3 — Caracteristicas imunofenotipicas e citogenéticas das amostras de linfoma difuso de grandes
células B, sem outra especificacdo (LDGCB-SOE).

FISH FISH FISH
#ID Group CD3 CD20 Cyclin D1 BCL2 BCL6 MUM1 CD10 c-Myc Ki67 (%) EBER BCL2 BCL6 MYC
4 LDGCB-SOE - + - + - + - - 70,5 - + + +
21 LDGCB-SOE - + + + - + - 56,6 - - - -
2 LDGCB-SOE - + + + + - - 70,1 - - - -
1 LDGCB-SOE - + - + + - + 65 - - - -
6 LDGCB-SOE - + - + + + + 59,3 - - - -
18 LDGCB-SOE - + + + + - + 36 - - - -
19 LDGCB-SOE - + + - + - + 51 - - - -
5 LDGCB-SOE - + - + + + + 40,1 - - - -
29 LDGCB-SOE - + + - + + 90 - - + +
31 LDGCB-SOE - + - + + - - 73,4 - - - -
3 LDGCB-SOE - + + + - - 48,3 - - - -

Legenda: +: Positivo. -:

FONTE: Elaborado pela autora, 2025.

A morfologia observada nos casos de PCN variou entre varia de
plasmadcitos de aparéncia madura a variantes plasmablasticas e pleomorficas. Foram
observadas células com dispersdo da cromatina nuclear, razdo nucleo/citoplasma
aumentada e nucléolos proeminentes, caracteristicas de células imaturas. Todas as
amostras avaliadas (9/11) foram positivas para os marcadores de diferenciacao
plasmocitaria CD138 e/ou VS38c. Todas as seis amostras avaliadas para CD20 foram

negativas e 2/3 amostras avaliadas apresentaram positividade para CD56, marcador
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de células natural killer (NK). Ainda, 3/11 amostras avaliadas para o marcador de
diferenciacdo epitelial EMA foram positivas. A reacdao para MUM1 e CD79a foi
realizada em duas amostras incluidas no estudo, das quais uma foi positiva para os
dois marcadores. O indice médio de positividade para Ki67 foi 29%, variando entre
5% e 90%. (Tabela 4).

Tabela 4 — Caracteristicas imunofenotipicas e citogenéticas das amostras de amostras de neoplasias
de plasmécitos (PCN).

Plasma
Involvement of cell Light chain

#ID Group other bones Diagnosis CD3 CD20 marker  restriction Ki67 (%) EBER
32 PCN No PSO - - + +” 5 -
16 PCN NI PSO - - + NR 35 -
9 PCN Yes MP - - + +8 5 -
10 PCN Yes MP - - + +8 45 -
26 PCN NI PSO - - + NR 15 -
30 PCN Yes MP - - + +” 35 -

PCN No PSO - - + +” 10 -
7 PCN Yes MP - - + +° 90 -
28 PCN Yes MP - - + +” 40 -
27 PCN NI PSO - - + +” 30 -
25 PCN NI PSO - - + +7 10 -

Legenda: +: Positivo. -: Negativo. PSO: plasmocitoma solitario 6sseo. MP: mieloma de plasmdcitos.
NP: N&o realizado. * Positividade para kappa. § Positividade para lambda. Os marcadores
plasmocitarios incluiram CD138, VS38c e/ou MUM1. NI: Ndo informado.

FONTE: Elaborado pela autora, 2025.

5.3 Analise de rearranjo para os genes MYC, BCL2 e BCL6

A hibridizacao in situ por fluorescéncia foi realizada em 60% dos casos de
LPB: um dos casos apresentou rearranjos triplos nos genes MYC, BCL2 e BCLS6,
enquanto outro demonstrou rearranjo isolado em MYC (Tabela 2). Todos os casos de
LDGCB-SOE foram submetidos a andlise por FISH. Um rearranjo triplo envolvendo
MYC, BCL2 e BCL6 foi identificado em um caso (#4), e outro caso (#29) apresentou
rearranjo duplo envolvendo MYC e BCL6 (Tabela 3). Assim, o caso #4 foi
reclassificado como HGBCL (high-grade b cell ymphoma) com rearranjos em MYC e
BCL2 (HGBCL-DH-BCL2), e o caso #29 como HGBCL com rearranjos em MYC e
BCL6 (HGBCL-DH-BCL6), conforme as recomendacdes vigentes da WHO (World
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Health Organization) e do ICC (International Consensus Classification). Apesar da
reclassificacdo baseada nos critérios da WHO/ICC, ambos os casos foram mantidos
no grupo de LDGCB-SOE para fins de analise de expressdo génica, em razdo da
morfologia e do imunofendtipo compativeis. Como representavam apenas 18% do

grupo, sua inclusédo nao foi considerada impactante para os resultados globais.

5.4 Ensaio de expressdo génica

5.4.1 Revisao dos dados

A revisdo das fotografias das placas revelou a adequada emissao de
fluorescéncia pela maior parte dos pocos (APENDICE B). O estado de amplificacéo
de cada placa foi avaliado individualmente e os alvos considerados pelo software
como amplificados que apresentaram mais de trés sinaliza¢gbes de interferéncia em
conjunto com deformidades na curva de amplificacdo foram excluidos da analise.
Ainda, a presenca de sinalizacbes de interferéncia foi avaliada em cada amostra
individualmente. As amostras #18 e #31 apresentaram mais de 1800 sinalizacdes de
interferéncia e, por isso, foram excluidas da andlise.

A média dos valores de Crr dos genes avaliados em cada amostra variou
entre 26,8 (amostra #15) e 31,1 (amostra #22). A distribuicdo dos valores de Crrentre

as amostras pode ser observada na Figura 4.

5.4.2 Perfil de expresséo de genes inflamatoérios

A expresséo diferencial dos genes foi avaliada em trés conjuntos de analise
considerando em cada analise um dos biogrupos do estudo como amostra de
referéncia. O perfil global de expresséo génica foi primeiramente avaliado utilizando
um mapa de calor que pode ser visualizado no Apéndice C. Embora os biogrupos nao
tenham sido discriminados pelo algoritmo de clusterizagdo n&o supervisionado,
observou-se uma diferenca visual entre os niveis de expressao global, sendo o perfil
de expresséao do LPB mais semelhante ao observado no LDGCB-SOE do que no PCN.
A observacéo visual foi confirmada pela analise de correlacédo de Pearson que revelou

uma correlacdo do perfil de expressdo de genes inflamatorios discretamente maior



39

entre o LPB e 0 LDGCB-SOE (r = 0.86) do que entre o LPB e o PCN (r = 0.78) (Figura
4 A e B). A correlacdo entre o grupo de PCN com o grupo de LDGCB-SOE foi
ligeiramente maior (r = 0.81) do que o observado entre o LPB e o PCN) (Figura 4 C).
Dessa forma, os resultados do presente estudo sugerem que o LPB apresenta um
perfil de expresséo de genes inflamatorios mais semelhante ao LDGCB-SOE e mais
distinto do PCN.
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Figura 4 — Gréficos de caixa exibindo a varia¢@o dos valores de Crr das amostras do estudo
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FONTE: Gerado pela autora em Thermo Fisher Connect Platform. https://www.thermofisher.com/br/en/home/digital-science/thermo-fisher-

connect.html?SID=fr-cloud-2

Figura 5 — Diagramas de disperséo e coeficientes de correlagdo de Pearson entre os grupos de estudo
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Legenda: a) LPB vs. LDGCB-SOE. r= 0,86
b) LPB vs. PCN. r=0,78

c) LDGCB-SOE vs. PCN. r=0,81
FONTE: Gerado pela autora em Thermo Fisher Connect Platform. https://www.thermofisher.com/br/en/home/digital-science/thermo-fisher-

connect.html?SID=fr-cloud-2
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5.4.3 Genes diferencialmente expressos

Utilizando o LPB como grupo de referéncia, 71 dos 607 genes alvo
avaliados foram diferencialmente expressos, sendo 54 genes subexpressos e 17
superexpressos. Dos 54 genes subregulados, 45 foram detectados no grupo de PCN
e 9 encontravam-se subexpressos pelo LDGCB-SOE. Dos 17 superregulados, 16
foram superexpressos pelo LDGCB-SOE e apenas um no grupo de PCN. Ainda, 21
genes apresentaram expressao diferencial (p < 0,05) entre o LPB e o LDGCB-SOE,
mas nao foram classificados como sub ou superregulados de acordo com o limite de
fold-change, sendo rotulados como Flat. Ao considerar o grupo de LDGCB-SOE como
o grupo referencial da andlise, 140 genes com diferencas de expressao significativas
foram encontrados. Destes, 61 foram superregulados, sendo 60 no grupo de LPB e 1
no grupo de PCN. Dos 75 genes subregulados, apenas 5 foram detectados no grupo
de PBL, e os 70 restantes no grupo de PCN. Trinta e dois genes foram qualificados
como Flat, sendo 19 no grupo de PBL e 13 no grupo de PCN. Por ultimo, ao utilizar o
grupo de PCN como referéncia, observamos a expressao diferencial de 13 genes, 11
superregulados (LDGCB-SOE = 5; PBL = 6) e 2 subregulados, um em cada grupo
comparador. O grafico de vulcao representa visualmente a distribuicao diferencial dos
genes considerando o PBL como grupo de referéncia (Figura 5 A e B). Os graficos
de vulcdo gerados utilizando como referéncia os grupos de LDGCB-SOE e PCN
podem ser visualizados nos APENDICE D e E, respectivamente.
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Figura 6 — Graficos de vulcdo. Genes diferencialmente expressos entre 0s grupos de estudo.
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Legenda:Os pontos em verde indicam o0s genes subexpressos, enquanto 0os pontos em
vermelho ilustram os genes superexpressos. Os pontos em preto correspondem aos
genes com significancia estatistica, porém com fold-change entre -2 e 2. Os pontos
coloridos em cinza representam 0s genes com expressao diferencial insignificante
entre os grupos. O eixo Y representa o valor de p corrigido (p < 0,05). O eixo Y
representa os valores de fold-change.

a) LPB vs. LDGCB-SOE.

b) LPB vs. PCN.

FONTE: Gerado pela autora em Thermo Fisher Connect Platform.
https://www.thermofisher.com/br/en/home/digital-science/thermo-fisher-
connect.html|?SID=fr-cloud-2

Diagramas de Venn foram construidos a fim de favorecer a visualizagéo de
possiveis conjuntos intersec¢do entre 0s genes sub e superexpressos por cada grupo
em estudo (Figura 6 A-C). Considerando o PBL como grupo de referéncia, dos 15 dos
16 genes genes superexpressos pelos LDGCB-SOEs, foram subexpressos pelas
amostras de PCN. Apenas o gene CR2 foi superexpresso por ambos os tumores em
relacdo ao PBL. Dos 54 genes subexpressos, 21 foram exclusivamente encontrados
no grupo de PCN, enquanto 9 também foram subexpressos pelas amostras de
LDGCB-SOE. Dos 61 genes superexpressos ao utilizar as amostras de LDGCB-SOE
como referéncia, o gene BMP6 foi o Unico superexpresso pelo grupo de PCN. Entre
0s 60 genes restantes, 13 foram exclusivamente superexpressos pelos LPBs,
enquanto 47 estavam superexpressos pelo grupo de LPB e subexpressos pelos
PCNs. Dezoito genes foram exclusivamente subexpressos no grupo de PCN e 0s 5

genes subexpressos pelo grupo de PBL também encontravam-se com menor
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expressdo entre os PCNs. Em dltima analise, rotulando o grupo de PCN como

referencial, dos 6 genes superexpressos pelo grupo de PBL, 2 também exibiram

expressdo aumentada no grupo de LDGCB-SOE, enquanto um estava subexpresso.

O gene CR2 apresentou uma expressao diminuida no grupo de PBL e aumentada no

LDGCB-SOE, enquanto o TGFB2 foi superexpresso pelo PBL e subexpressos pelo

LDGCB-SOE. Os conjuntos de genes ilustrados pelos diagramas de Venn estédo

descritos na Tabela 5.

Tabela 5 — Genes diferencialmente expressos entre os grupos de estudo.

Comparacgao Diregdao em Numero de genes  Genes
relagédo ao LPB

PCN vs. LPB Subexpresso 20 DDX58, TNFRSF9, IL10RA, F3,
STAT5A, IL17RA, CD163, BLNK,
PTPRC, CYBB, POLR2A,
NFKB1, FAS, IL18, IGFBP4,
ITGB2, FPR2, SECTM1, IL21R,
CD24, CD274

PCN e LDGCB-SOE vs. Subexpresso 9 AXL, CCL5, CXCL9, TNFSFS8,

LPB IL32, MAPK14, C1QB, STAT4,
TNFRSF1B

Genes subexpressos em Expressao oposta 15 BCL2A1, BCL6, C3, CARDA4,

PCN e superexpressos em
LDGCB-SOE em relagao
ao LPB

PCN e LDGCB-SOE vs. Superexpresso
LPB

CCL19, CCR7, CD40, CD80,
CLU, CXCL13, IL2RA, IL4R,
PLA2G2D, PTPN6, TNFSF12

CR2

FONTE: Elaborado pela autora, 2025.
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Figura 7 — Diagramas de Venn. Conjuntos intersec¢éo entre os genes diferencialmente expressos
pelos grupos.
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Legenda: a) Genes diferencialmente expressos nos LDGCB-SOE e PCN usando o grupo de
LPB como referéncia.
b) Genes diferencialmente expressos nos LPB e PCN usando o grupo de LDGCB-
SOE como referéncia.
c) Genes diferencialmente expressos nos LPB e LDGCB-SOE usando o grupo de
PCN como referéncia.
FONTE: Gerado pelo autor em InteractiVenn. https://www.interactivenn.net/
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5.4.4 Enriguecimento funcional e analise em rede de interacéo

Os enriquecimentos significativos observados podem ser organizados em
trés principais categorias de eventos biolégicos: (1) mecanismos de defesa
imunologica contra patégenos, (2) mecanismos de regulacéo do ciclo, sobrevivéncia,
e diferenciacéo celular (3) processos regulatorios envolvidos na resposta inflamataria.
Para a primeira categoria estdo incluidas a via de interacdo de proteinas virais com
citocinas e receptores de citocinas (p = 1.19°7), a via do sistema complemento e
cascatas de coagulacédo (p = 0,0005), a via de diferenciacdo de células Thl e Th2 (p
=0.0006), a via de diferenciacdo de células Th17 (p = 0.001), a via de sinalizacao dos
receptores tipo Toll (p = 0.001), a via de sinalizagao do receptor do tipo NOD (p =
0.03), e os mecanismos de formacado de armadilhas extracelulares de neutrofilos (p =
0.04).

As vias de sinalizacdo celular JAK-STAT (p = 0.001) e NF-kappa B (p =
0.01), representam o segundo grupo de vias enriquecidas, enquanto a via de interacao
receptores citocina-citocina (p = 6.26%4), a via de sinalizacdo de quimiocinas (p =
0.04), e de fatores de necrose tumoral (TNF) (p = 0.03) compdem o grupo de vias
enriquecidas relacionadas a modulagéo inflamatoria no tumor. As vias enriquecidas e
0S seus respectivos genes de interseccdo podem ser observados na Tabela 5.

A analise STRING foi conduzida para visualizar potenciais redes de
interagdo proteina-proteina formadas pelos genes diferencialmente expressos. Quatro
redes de interacdo foram agrupadas. O primeiro agrupamento incluiu os genes
associados a regulacdo da interacdo de proteinas virais com citocinas e receptores
de citocinas; a quimiotaxia de neutrdfilos e a regulacdo da montagem dos dendritos
das células dendriticas. O segundo agrupamento reuniu os membros da familia TNF
e seus respectivos genes de interacdo. A terceira rede foi formada por membros do
sistema complemento e cascatas de coagulagédo. Os genes associados a ativacdo da
via de sinalizagédo celular JAK-STAT por meio da familia de interleucina 2 (IL2)
compuseram o quarto grupamento. A rede de interacdo formada e seus respectivos

grupamentos podem ser visualizados na Figura 7 A-E.
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Tabela 6 — Vias de sinalizacédo enriquecidas e seus respectivos genes de interseccao.

Fonte Via de sinalizagao p-valor*  Genes enriquecidos
CXCL13,CCL19,CCRY7,IL2RA, TNFSF12,CC
L5,CXCLY, TNFSF8,IL32, TNFRSF1B,IL4R,C
. o D40, TNFRSF9,IL10RA,IL17RA,FAS,IL18,
Interagao entre citocinas e
KEGG receptores de citocinas 6.26E-14 IL21R
Interagao de proteinas virais com CXCL13,CCL19,CCR7,IL2RA,CCL5,CXCL9
KEGG citocinas e receptores de citocinas 1.19E-07 ,TNFRSF1B,IL10RA,IL18
Complemento e cascatas de
KEGG coagulagéo 0.0005 C3,CLU,CR2,C1QB,F3,ITGB2
IL2RA,MAPK14,STAT4,IL4R,STAT5A,
KEGG Diferenciagdo de células Th1 e Th2 0.0006 NFKB1
IL2RA,MAPK14,IL4R,STAT5A,NFKB1,
KEGG Diferenciagao de células Th17 0.001 IL21R
Via de sinalizagao dos receptores
KEGG do tipo Toll 0.001 CCL5,CXCL9,MAPK14,CD40,CD80,NFKB1
PTPNG6,IL2RA,STAT4,IL4R,IL10RA,
KEGG Via de sinalizagao JAK-STAT 0.001 STAT5A,IL21R
KEGG Via de sinalizagao NF-kappa B 0.01 CCL19,BCL2A1,CD40,BLNK,NFKB1
KEGG Via de sinalizagao do TNF 0.03 CCL5MAPK14,TNFRSF1B,NFKB1,FAS
Via de sinalizagao do recetor do
KEGG tipo NOD 0.03 CCL5,CARD4,MAPK14,CYBB,NFKB1,IL18
Formacéao de armadilhas
KEGG extracelulares de neutréfilos 0.04 C3,MAPK14,CYBB,NFKB1,ITGB2,FPR2
CXCL13,CCL19,CCR7,CCL5,CXCL9,
KEGG Via de sinalizagado das quimiocinas  0.04 NFKB1

Legenda: *Correcdo de Bonferroni.

FONTE: Elaborado pela autora, 2025.
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Figura 8 — Redes de interacao proteina-proteina.
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Legenda:a) Rede de interagdo formada pelos genes diferencialmente expressos usando o
grupo de LPB como referéncia.
b) Agrupamento 1: genes associados a regulacéo da interacéo de proteinas virais com
citocinas e receptores de citocinas; a quimiotaxia de neutréfilos e a regulagédo da
montagem dos dendritos das células dendriticas.
¢) Agrupamento 2: membros da familia TNF e seus respectivos genes de interacao.
d) Agrupamento 3: membros do sistema complemento e cascatas de coagulagéo.
e) Agrupamento 4: genes associados a ativacdo da via de sinalizacdo celular JAK-
STAT por meio da familia de interleucina 2 (IL2).

FONTE: Gerado pela autora em STRING, 2025. https://string-db.org/
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6 DISCUSSAO

Desde o seu reconhecimento por Delecluse e colaboradores no final dos
anos 90, o LPB permanece como uma doenga de diagndstico e tratamento
desafiadores (Delecluse et al., 1997). O desafio diagndstico se deve principalmente a
extensa lista de sobreposigdes fenotipicas e moleculares que o tumor apresenta com
os seus dois principais mimicos: o LDGCB-SOE e o PCN (Montes-Moreno et al.,
2010c). Clinicamente, os LPBs desenvolvidos em cavidade oral se sobrepdem
principalmente com o LDGCB-SOE. Ambos se apresentam frequentemente como
lesdes tumorais localizadas na gengiva ou no palato de individuos do sexo masculino
de idade avangada e/ou imunossuprimidos (de Arruda et al., 2021; Rodrigues-
Fernandes et al., 2018, 2019). Morfologicamente, a distingdo entre o LPB e o LDGCB-
SOE de morfologia imunoblastica (Ott et al., 2010) ou fendtipo plasmablastico parcial
(Chang et al., 2009; Montes-Moreno et al., 2010c) € igualmente complexa. Embora a
deteccao de positividade para o virus EBV favorega o diagnéstico de LPB, como o
observado no presente estudo, ocasionalmente o virus também pode estar presente
em casos de LDGCB-EBV+ (Chapman et al., 2021; Rodrigues-Fernandes et al., 2019).

A falta de caracteristicas fenotipicas distintas entre o PBL e o PCN sao
observadas principalmente nos casos de PCN com morfologia plasmablastica,
principalmente quando os individuos afetados n&o preenchem os critérios de
diagnostico SLIM CRAB, ou nos casos cuja manifestacdo extramedular é a
apresentacao inicial da doenga (Ahn et al., 2017; Montes-Moreno et al., 2010c, Pratt
et al.,, 2015, Chen et al., 2022). Vega e colaboradores (2005) denominaram o
imunofendtipo apresentado por amostras de PCN de alto grau com componente
plasmablastico como “praticamente idéntico” ao das amostras de PBL. Ambos os
tumores foram positivos para MUM1/IRF4, CD138 e CD38, e negativos para CD20.
PAXS5 e BCL6 foram fracamente positivos em 2/9 e 1/5 dos PBL e negativos em todos
os PCN. Ainda, todos casos apresentaram um alto indice de proliferacdo celular,
superexpressdao de p53 e perda de expressao de p16 e p27. A Unica diferenga
significativa entre os tumores foi a positividade para EBER em todos os casos de PBL
e a auséncia em todos os casos de PCN (Vega et al., 2005).

Embora todas essas sobreposigbes diagndsticas representem o maior

desafio para o manejo adequado dos pacientes acometidos por esses tumores,
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incluimos no presente estudo apenas os casos com apresentacdo clinica,
histopatolégica, e imunofenotipica classica, pois, a inclusdo de casos limitrofes,
poderia introduzir variaveis confundidoras para a analise da expressao diferencial
entre os grupos estudados. A reagéo de hibridizagao in situ para EBER foi realizada
em todas as amostras do estudo. O virus foi detectado em todos os casos de PBL e
ausente nos demais grupos. O indice de proliferagdo celular também foi
marcadamente diferente entre os grupos. Enquanto a porcentagem média de
positividade para Ki67 no grupo de PBL foi de 92%, o grupo de LDGCB-SOE
apresentou 57% e apenas 29% foi observado no grupo de PCN. Embora um maior
numero de obitos tenha sido registrados nos casos de LDGCB-SOE (5/11) do que no
de PBL (2/10), o segundo grupo apresentou menor tempo de evolugdo da doenga
(x2,7+1,9) em relacédo ao primeiro (x1,6+0,86). Apenas um Obito foi reportado nos
casos de PCN para os quais essa informacdo pOde ser recuperada (8/11).
Coletivamente, esses achados sugerem que os LPBs avaliados nesse estudo
apresentaram um comportamento clinico mais agressivo do que o observado no
LDGCB-SOE e no PCN, o que é consistente com o relatado na literatura (Li et al.,
2024b). Possivelmente, a inclusdo desses casos bem delimitados repercutiu nas
diferengas observadas entre os grupos, especialmente entre as amostras de LPB e
PCN.

De modo geral, uma maior quantidade de genes diferencialmente
expressos foi observada entre as amostras de LPB e PCN (46) do que entre as
amostras de LPB e LDGCB-SOE (25) incluidas neste estudo. Esse achado contrasta
com o que foi observado por Chapman e colegas (2015) (Chapman et al., 2015).
Segundo os autores, o perfil de expressao génica do LPB foi mais similar ao do PCN
do que ao do LDGCB-SOE, o que poderia ter ocorrido devido a origem plasmocitaria
dos dois tumores (Chapman et al., 2015). A despeito das similaridades descritas pelos
autores, em uma analise comparativa da paisagem mutacional do PBL, foram
encontrados cinco genes drivers compartilhados entre o LPB e o LDGCB-SOE e
apenas um compartilhado entre o PBL e o PCN (Witte et al., 2022). No presente
estudo, dos 46 genes diferencialmente expressos entre o LPB e o0 PCN, 45 estavam
subexpressos. Nove desses 45 genes subexpressos pelo PCN em relagdo ao LPB,
também foram subexpressos no grupo de LDGCB-SOE em relagao ao PBL, e 15

desses estavam superexpressos pelos LDGCB-SOE em relagdo ao PBL. Apenas o
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gene Complement receptor type 2 (CR2) foi superexpresso por ambos 0s grupos em
relacdo ao LPB.

O gene CR2, também nomeado por CDZ21, codifica a proteina de
membrana CR2 que atua como receptora para a ligagdo do virus EBV aos linfocitos
B e T O gene CR2 é um dos fragmentos gerados pela ativagcdo do gene C3,
componente central para a ativagdo do sistema complemento durante a resposta
contra patogenos (Frade, 1986). Curiosamente, enquanto o gene CRZ2 foi
subexpresso, o0 gene C3 e a sua primeira subunidade de ativagdo, C3AR1, foram
superexpressos pelos LPBs do presente estudo. Ja foi visto que a superregulagao de
CR2 é dependente de um contexto celular permissivo (Cordier-Bussat et al., 1993). A
variante nao imortalizante do EBV, P3HRI, que carrega uma delegcéo que engloba o
gene EBV nuclear antigen 2 (EBNAZ2), ndo induz a expressao de CR2 (Calender et al.,
1987, 1990). Ainda, a subexpressado do gene EBNAZ2 foi associada a perda completa
da proteina CR2 (Larcher et al., 1995). Contudo, embora a variante P3H1 ndo resulte
na expressao de CR2, um estudo recente mostrou que a inje¢ao dessa cepa deletada
induziu o desenvolvimento de linfomas de células B positivos para EBV em
camundongos humanizados, sugerindo que o gene EBNA2 n&o é estritamente
necessario para o desenvolvimento de linfomas EBV-positivos (Li et al., 2020).

Li e colaboradores (2020), ainda mostraram que os linfomas induzidos pela
variante EBV-P3H1 mostraram dois tipos de fendtipos e laténcia viral. O primeiro
marcado por células grandes, frequentemente multinucleadas, CD30 +, CD45 -
similares as células Reed-Sternberg (RS) com a expressao de altos niveis de LMP1,
mas nao EBNA-LP, consistente com laténcia viral tipo Il. O segundo, composto por
células menores monomorficas, CD30 -, semelhantes ao LDGCB-SOE, com
expressdo de EBNA-LP e EBNA3A, mas ndo LMP1, consistente com o estagio de
laténcia restrita a Wp, na qual o genoma do virus com o gene EBNAZ2 deletado amplia
a expressao do antigeno para incluir as proteinas EBNA3A, -3B e -3C e BHRF1 (Kelly;
Bell; Rickinson, 2002; Kelly et al., 2013; Li et al., 2020). Curiosamente, ainda que as
cepas EBV-P3H1 expressem os antigenos EBNA 3A, -3B e -3C imunodominantes,
elas permaneceram irreconheciveis pelas células T CD8 + especificas de EBNA3
(Kelly; Bell; Rickinson, 2002). Em um estudo com linfomas de Burkkit, foi visto que as
células B infectadas por EBV s6 adquirem boa fungao de processamento de antigenos
quando a maquinaria de processamento é regulada positivamente por LMP1 (Rowe

et al.,, 1995). Coletivamente, a correlagcdo dos achados da literatura com a
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superexpressao de C3 e C3AR1, e a subexpressdao de CR2 observadas nos PBLs,
pode indicar a infec¢gado das amostras do presente estudo pela cepa EBV-P3H1. Dessa
forma, a investigagédo do estagio de laténcia viral € fundamental para a definigdo do
papel patogénico do EBV nessas amostras e para o subsequente desenvolvimento de
estratégias imunoterapéuticas especificas para o tumor.

A identificacédo de alvos diagndsticos e terapéuticos especificos para o LPB
€ atualmente o principal objetivo dos estudos de caracterizagdo molecular dessa
neoplasia. Isso ocorre porque, comparado aos outros dois tumores avaliados no
presente estudo, o LPB € o que apresenta comportamento clinico mais agressivo e
prognostico mais sombrio, com as menores taxas de resposta aos regimes
quimioterapicos disponiveis e, consequentemente, maior ocorréncia de ébitos (Folk et
al.,, 2006; Grimm; O’'malley, 2019). O predominio da morfologia imunoblastica e
positividade para PDRM1/BLIMP1, imunofenétipo caracteristico dos PBLs, nos
LDGCB-SOE, foram considerados achados significativos para a determinacéo de um
prognoéstico desfavoravel para a doenga (Ott et al., 2010, Montes-Moreno et al.,
2010b). Os tumores PDRM1/BLIMP1 positivos apresentaram curso clinico agressivo,
com baixa taxa de resposta ao regime RCHOP, assim como observado na maior parte
dos LPBs (Montes-Moreno et al., 2010b).

As mutacgdes oncogénicas pervadindo os genes das vias de sinalizagao
celular JAK-STAT e MAPK-ERK tém sido descritas como os principais eventos
moleculares associados ao LPB (Chen et al., 2024; Liu et al., 2020c). Contudo,
mutacodes recorrentes em STAT3 também foram identificadas em amostras HIV e EBV-
positivas de LDGCB de células B ativadas, o subtipo histolégico mais semelhante ao
LPB (Chapman et al., 2021). Os autores ainda viram que os pacientes afetados por
esses tumores apresentaram quadros mais graves de imunocomprometimento, com
baixa contagem de linfécitos CD4, e menor sobrevida geral (Chapman et al., 2021).
Mutac¢des nos genes da familia RAS também marcaram a paisagem molecular do
mieloma extramedular com transformacgéao plasmablastica e do PCN (Liu et al., 2020a,
Liu et al., 2020c). O compartilhamento dessas alteragdes genéticas torna ainda mais
desafiadora a delimitagcao da fronteira diagndstica e terapéutica entre o PBL e esses
dois tumores. No entanto, ainda que essas sobreposi¢cdes moleculares tenham sido
observadas, o perfil de ativagdo da via JAK-STAT no LPB apresentou programas
transcricionais e mutagdes somaticas especificas, o que repercutiu na definicao da via

como o alvo terapéutico mais promissor para o tumor (Liu et al., 2020c).
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No presente estudo, diversos componentes das vias JAK-STAT e MAPK-
ERK foram diferencialmente expressos entre os grupos. Os genes STAT4 e MAPK14
foram subexpressos pelas amostras de PCN e LDGCB-SOE em relacdo as amostras
de PBL. As amostras de PCN apresentaram ainda a subexpressdo de STAT5A em
relacdo aos PBLs e de STAT5A e STAT5B em relacdo aos LDGCBs, SOE.
Curiosamente, o gene SOCS2, regulador negativo induzivel por citocina da via
JAK/STAT, foi superexpresso pelo grupo de PBL em relagdo ao grupo de LDGCB-
SOE. Um estudo com linhagens celulares de linfoma de células T evidenciou que a
ativagao de STAT1, STAT3, ou STAT5 é necessaria para a indugao da expressao de
SOCS2, mas que apenas STAT1 e STAT3 conseguiam induzir a expressao de SOCS3.
Interessantemente, apenas SOCS3 foi capaz de inibir a ativacdo da via STAT
(Lejeune; Demoulin; Renauld, 2001). Esses achados podem explicar a supeexpressao
concomitante dos genes STAT4 e SOCS2 observada nos LPBs em comparagao aos
LDGCB-SOE do nosso estudo. Nao obstante, a subexpressao de STAT4 e STAT5A,
nas amostras de LDGCB-SOE, e PCN em relagdo aos LPBs, s&o consistentes com a
ativagao da via JAK-STAT nas amostras de LPB avaliadas, corroborando os achados
da literatura que a apontam como um alvo terapéutico promissor para o LPB. No
entanto, é valido ressaltar que a ativagcao dessa via nas amostras do presente estudo
precisa ser validada por meio de outras analises, como a imuno-histoquimica para
componentes fosforilados de JAK-STAT.

Os genes BCL2A1 e BCL6 foram superexpressos nos LDGCB-SOE em
relacdo aos LPBs avaliados na atual coorte. Embora a fusdo mais frequente no
LDGCB-SOE envolva os genes MYC e BCL2, uma nova translocacdo envolvendo
t(14;15)(q32;924)/IGH-BCL2A1 foi reportada no tumor, resultando em uma alta
expressdo de BCL2A1 (Akasaka et al., 2017). No presente estudo, investigamos a
presenca da fusao classica BCL2/18g21, em todas as amostras de LDGCB-SOE e em
6/10 amostras de LPB. A fusao foi detectada em apenas uma amostra de cada grupo
(#4 e #13, respectivamente). Ambas as amostras também foram positivas para a
translocacao BCL6/39g27. A inibicdo do gene BCL2A1 ja foi um alvo terapéutico
promissor para as neoplasias conduzidas por MYC (Sochalska et al., 2017). A
investigacdo da presenga da nova translocacéo reportada por Akasaka e colegas,
pode ser realizada a fim de avaliar se a superexpressdo de BCL2A1 nas amostras de
LDGCB-SOE do presente estudo esta associada com essa alteragdo genética. A

superexpressao de BCL6 observadas nos LDGCB-SOEs em relacédo aos LPBs desse
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estudo foi esperada, uma vez que a subregulacdo do gene é pré-requisito para que
as células B deixem o centro germinativo e se diferenciem em plasmacitos (Liu et al.,
2020c).

Conversamente, o gene BCL10 foi superexpresso nas amostras de LPB
em relagdo aos LDGCB-SOE. O gene participa diretamente da ativagcado da via p38
MAPK e NF-Kappa B. A superexpressdao de MAPK74, uma das quatro quinases
membro da familia p38 MAPK também foi observada no LPB, enquanto foi
subexpressos no LDGCB-SOE. Diversos outros genes relacionados com a ativagéo
das vias MAPK e NF-Kappa B (IL17RA, BLNK, FAZ, NOD1, CD80, e TNFSF12) foram
diferencialmente expressos entre o LPB e os seus dois grupos comparadores. Vega e
colaboradores (2015) mostraram que amostras de LDGCB-SOE com alta expresséo
de p38 MAPK apresentaram uma menor taxa de resposta a terapia CHOP , menor
periodo livre de progressao da doenga e uma menor sobrevida geral (Vega et al.,
2015). Recentemente, um acumulo de mutagcbes envolvendo o gene BCL10 foi
identificado em amostras de LDGCB de células B ativadas (Xia et al., 2022). Embora
essas mutagdes conferissem resisténcia aos inibidores de BTK (Xia et al., 2022), um
componente essencial de multiplas vias de sinalizagao que regulam a proliferacao de
e a sobrevivéncia de células B e mieloides (Alu et al., 2022), uma parte delas resultou
na hiperresponsividade aos inibidores de MALT1 (Phelan; Oellerich, 2022; Xia et al.,
2022). A superexpressao de MAPK14 e BCL10 em conjunto com o marcante
compartilhamento de caracteristicas entre os LPBs e os LDGCB de células B ativadas
pode suportar a investigagao do efeito terapéutico dos inibidores MALT1 para o LPB.

Todas as vias de sinalizacao celular enriquecidas no presente estudo foram
consistentes com o perfil de expressdo de genes inflamatorios observado. Além do
enriquecimento da via de sinalizacao JAK-STAT e NF-kappa B, sete vias associadas
aos mecanismos de defesa imunoldgica contra patdgenos foram enriquecidas. Os
principais genes associados a essas vias foram as quimiocinas CXCL13, CCL19,
CCRY7, CCL5, CXCL9, os fatores de necrose tumoral TNFRSF1B, TNFSF12, TNFSFS8,
e TNFRSF9, as interleucinas IL4R, IL2RA, IL10RA, IL18, IL21R, e IL32, e os
componentes do sistema complemento C3, CLU, CR2, C1QB, F3, ITGB2.

Na analise de interacao proteina-proteina, o gene BCL6 foi agrupado em
conjunto com os membros da superfamilia TNF, enquanto BCL2A71 junto as
interleucinas e as subunidades STAT4 e STAT5A. Ja foi reportado que o TNF-alfa

possui capacidade de regular positivamente a expressao da proteina Bcl-6 de modo
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independente de STAT3, e que a modulagao negativa do gene BCL6 pode inibir o
crescimento das células de PCN em cultivo (Hideshima et al., 2010). Em uma analise
do potencial antineoplasico de um agente natural denominado tomentosina em células
de linfoma de Burkkit, o gene BCL2A1 foi associado tanto com a via NF-kappa B como
com a via JAK-STAT, e considerado como um possivel alvo terapéutico para o tumor,
devido a sua subregulacédo apds a aplicagdo do composto em cultura (Virdis et al.,
2021).

O gene MAPK14 foi agrupado em conjunto com o gene NFKB1 e diferentes
citocinas e quimiocinas. A ativagdo de NFKB1 mediada por MAPK14 foi recentemente
descrita em organoides de carcinoma endometrial de alto grau (Joseph et al., 2024).
Os autores concluiram que MAPK14/p38a promove a tumorigénese e a ativacéo de
NFKB1 contribui para a manutengéo do estado proé-inflamatério (Joseph et al., 2024).
O agrupamento de ambos os genes com diversas quimiocinas e citocinas na analise
de interacao do presente estudo pode sugerir que um mecanismo semelhante ocorra
nas amostras estudas. Entretanto, a experimentacéo funcional é necessaria para a
validagdo dessa hipdtese. O ultimo agrupamento da analise de interagdo STRING
incluiu as proteinas do sistema complemento. A positividade para EBER detectada
nas amostras avaliadas pode explicar o enriquecimento e o agrupamento desse
conjunto de genes.

Embora nosso estudo seja limitado pela natureza retrospectiva dos dados
e pelo uso de tecidos incluidos em parafina (FFPE), os protocolos de extragcao
padronizados garantiram qualidade de RNA suficiente para analises robustas. A
classificagao dos casos de PCN foi dificultada adicionalmente pela auséncia de dados
relacionados aos critérios CRAB, o que pode ter levado a classificacdo equivocada
entre plasmocitoma solitario e mieloma multiplo em estagio inicial. Reconhecemos que
os casos rotulados como PSO podem, de fato, representar formas iniciais ou nao
confirmadas de MP, e que alguns casos classificados como MP podem corresponder
a mieloma multiplo estabelecido. Ainda assim, embora PSO e MP sejam entidades
distintas, ao focarmos em assinaturas inflamatdrias intrinsecas ao tumor, acreditamos
que as comparacoes entre LPB, PCN e LDGCB-SOE permanecem validas. Por fim, a
auséncia de amostras de LPB negativas para EBV limitou a compreensdo das
diferengas impulsionadas por esse virus, ressaltando a necessidade da inclusdo de

amostras EBV-negativas em estudos futuros.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo, realizamos uma caracterizagao clinica, histopatoldgica,
imunofenotipica e molecular de amostras LPB, LDGCB-SOE e PCN. A analise do perfil
de expressdo génica revelou que o LPB EBV-positivo apresenta assinaturas
inflamatdrias mais proximas ao LDGCB-SOE do que ao PCN, o que reforca sua
classificagdo como um subtipo agressivo de linfoma de grandes células B. Foram
identificados genes diferencialmente expressos diretamente envolvidos na regulagéo
de vias criticas para a patogénese tumoral, com destaque para STAT4, STAT5A,
STAT5B e SOCS2, relacionados a via JAK-STAT, MAPK14, da via MAPK-ERK;
BCL2A1, BCL6, BCL10 e NFKB1, vinculados a sinalizagdao NF-kB; e C3, C3AR1 e
CR2, associados ao sistema complemento.

A subexpresséo de CR2, receptor de entrada do EBV, em conjunto com a
superexpressao de C3 e C3AR1 nas amostras de LPB, sugere um padrao de laténcia
viral restrito a regiao Wp, que pode favorecer o escape imune e contribuir para a
agressividade do tumor. As anadlises de enriquecimento funcional corroboraram a
ativacao dessas vias, refletindo a complexa rede de sinalizagao inflamatoria envolvida
na biologia do LPB. Embora sejam necessarios estudos adicionais para validagao
clinica, os achados deste estudo ndo apenas aprofundam a compreensdo dos
mecanismos moleculares subjacentes a linfomagénese do LPB, como também
indicam potenciais alvos terapéuticos especificos, com destaque para os inibidores do

sistema complemento, como o Pegcetacoplan.
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APENDICE A - Quantificacdo e Analise de Integridade
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Concentragéao Concentracédo poés

#ID  Amostra (ng/pl) diluicdo (ng/ul) RNA-IQ  %SmallRNA  %LargeRNA
21 LDGCB-SOE 2179.5 747.3 6.3 0.37 0.63
19 LDGCB-SOE 1566.3 561.1 6.1 0.39 0.61
18 LDGCB-SOE 1402.2 445.3 5.8 0.42 0.58
31 LDGCB-SOE 1445.3 242 55 0.45 0.55
1 LDGCB-SOE 320 - 6.0 0.4 0.6
2 LDGCB-SOE 507.5 - 7.3 0.27 0.73
3 LDGCB-SOE 262.6 - 5.9 0.41 0.59
4 LDGCB-SOE 455 - 6.5 0.35 0.65
5 LDGCB-SOE 275.2 - 8.2 0.18 0.82
6 LDGCB-SOE 488.3 - 5.9 0.41 0.59
29 LDGCB-SOE 985.9 - 9.4 0.06 0.94
20 LPB 2347.2 718.9 6.1 0.39 0.61
22 LPB 2135.9 642.7 6.7 0.33 0.67
17 LPB 1833.7 421.2 5.7 0.43 0.57
23 LPB 1493.8 364.4 7.9 0.21 0.79
24 LPB 1066 272.9 8.2 0.18 0.82
13 LPB 806.7 - 7.3 0.27 0.73
11 LPB 386.8 - 5.8 0.42 0.58
12 LPB 548.9 - 6.5 0.35 0.65
14 LPB 968 - 8.0 0.2 0.8
15 LPB 829.9 - 8.7 0.13 0.87
30 PCN 475 5.2 0.48 0.52
25 PCN 1442.6 421.7 8.4 0.16 0.84
27 PCN 1387.2 394 5.6 0.44 0.56
26 PCN 359.1 - 9.2 0.08 0.92
28 PCN 993.9 - 7.7 0.23 0.77
16 PCN 2297 746.5 5.2 0.48 0.52
7 PCN 370 - 8.0 0.2 0.8
8 PCN 221.5 - 6.4 0.36 0.64
9 PCN 610.9 - 7.2 0.28 0.72
10 PCN 262.6 - 8.0 0.2 0.8
32 PCN 129.1 - 7.2 0.28 0.72




APENDICE B - Parametros de qualidade para amplificacéo dos alvos
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Sinalizac®es de interferéncia Acrdénimo Atributo Condicdo Threshold
Menor
Amplificag@o no controle negativo. AMPNC Score de amplificagdo  que 35
Resultado ruim do
algoritmo de referéncia ~ Menor
Score de amplificagéo AMPSCORE passiva que 1.24
O sinal de referéncia passivo é Maior
anormal BADROX Confianga Cq que 0.6
A confianca calculada no valor Cq é Menor
baixa CQCONF Cr que 0.8
Detecc¢éo de delta Rn minimo devido Menor
a uma linha de base anormal DRNMIN Desvio padréo do Cq que 35
O desvio padrdo do Cq para o grupo
de réplicas excede a configuracdo do Maior
sinalizador. HIGHSD Intensidade do ROX que 0.5
A mediana do sinal ROX (primeiros 5 Menor
ciclos) é menor que o limite. LOWROX - que 500
Coloca um ponto de corte no valor
maximo de CT no estudo. MAXCT ACq 40
ACq replicado fora do padrao em Resultado do algoritmo ~ Menor
reacdes multiplex. MPOUTLIER de amplificagdo que 1
Menor
A amostra ndo se amplificou. NOAMP Ruido relativo que 0.3
O pogo produziu mais ruido no
gréfico de amplificagédo do que Maior
outros pogos na placa. NOISE - que 4
Pocos sem amostra atribuida. NOSAMPLE -
O pogo produziu fluorescéncia muito Coeficiente de variagdo Menor
baixa ou nenhuma fluorescéncia. NOSIGNAL da referéncia passiva que 100000
O sinal de referéncia passiva muda Sinal médio de Maior
significativamente perto do Cq PRFDROP referéncia passiva que 0.1
O sinal de referéncia passivo médio Resultado do algoritmo ~ Menor
esta abaixo do limite PRFLOW de pico que 50
O gréfico de amplificacdo contém um
ou mais pontos de dados
inconsistentes com 0s outros pontos Maior
do grafico. SPIKE Pontuagdo AMP que 0.3
Deteccéo de amplitude relativa alta
em comparacao com outros pocos CRTAMPLITUDE
Detecc¢do de alto ruido relativo em
comparagao com outros pocos CRTNOISE
A fluorescéncia excede o intervalo
maximo detectavel do instrumento
em um ou mais ciclos. OFFSCALE
O Cq se desvia significativamente
dos valores de Cqg no grupo de
réplicas associado. OUTLIERRG
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APENDICE C - Gréafico de mapa de calor
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APENDICE D - Gréfico de vulcdo — Referéncia: LDGCB-SOE

LDGGB, SOE vs. PBL
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APENDICE E - Grafico de vulcido — Referéncia: PCN
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