ARTIGO ORIGINAL

Correlacao entre citometria de fluxo e anatomia patoldgica:
experiéncia de dez anos na investigacao

de doencas linfoproliferativas

Correlation between flow cytometry and histologic findings: ten year experience in the
investigation of lymphoproliferative diseases

Alanna Mara Pinheiro Sobreira Bezerra', Denise da Cunha Pasqualin’, Joao Carlos de Campos Guerra® Marjorie Paris
Colombini?, Elvira Deolinda Rodrigues Pereira Velloso?, Paulo Augusto Achucarro Silveira?, Cristovao Luis Pitangueira
Mangueira', Ruth Hissae Kanayama?®, Sonia Tsukasa Nozawa®, Rodolfo Correia’®, Ana Carolina Apelle!, Welbert de
Oliveira Pereira’, Rodrigo Gobbo Garcia*, Nydia Strachman Bacal®

RESUMO

Objetivo:  Evidenciar as vantagens da correlagdo entre
imunofenotipagem por citometria de fluxo e exame anatomopatoldgico/
imunoistoquimico de adenomegalias e/ou nddulos no diagndstico de
doencas linfoproliferativas. Métodos: Estudo retrospectivo no qual
foram avaliadas 157 amostras de bi6psias ou pungdes aspirativas de
ganglios ou nddulos de 142 pacientes, durante o periodo de 1999 a
2009. As amostras tinham sido encaminhadas simultaneamente para
os Servigos de Citometria de Fluxo e Anatomia Patoldgica do Hospital
Israelita Albert Einstein, em Sao Paulo. Para a andlise na anatomia
patolégica, as amostras foram preparadas em laminas e coradas
com hematoxilina-eosina, Giemsa, ou marcadas com anticorpos
monoclonais para deteccao de antigenos especificos. Para a anélise
por imunofenotipagem por citometria de fluxo, as amostras foram
hemolisadas e marcadas com diferentes painéis de anticorpos
monoclonais para deteccao dos diferentes antigenos. Resultados:
Foram concordantes os diagndsticos entre a anatomopatoldgico e
imunofenotipagem por citometria de fluxo em 115 (81%) pacientes,
o0 que correspondeu a 127 amostras distribuidas da seguinte forma,
conforme o diagndstico anatomopatoldgico: 63 pacientes com
linfoma nao Hodgkin de células B; 26 pacientes com hiperplasia
linfoide reacional; 5 pacientes com linfoma nao Hodgkin de células T; 4
pacientes com proliferagéo linfoide atipica; 5 pacientes com processo
inflamatdrio cronico granulomatoso; 5 pacientes com diagndsticos
nao hematoldgicos; 2 pacientes com sarcoma granulocitico; 2

pacientes com timoma; 1 paciente com leucemia bifenotipica; 1
paciente com plasmocitoma Kappa; e 1 paciente com linfoma de
Hodgkin. A correlacéo entre os resultados das duas técnicas permitiu
a classificagao dos subtipos de linfomas da seguinte forma: 19
pacientes com linfoma folicular; 15 pacientes com linfoma difuso de
grandes células B; 7 pacientes com linfoma linfocitico de pequenas
células B/leucemia linfocitica cronica; 3 pacientes com linfoma de
células do manto; 1 paciente com linfoma de Burkitt; 1 paciente
com linfoma do tipo MALT (tecido linfoide associado a mucosa); 1
paciente com doenga linfoproliferativa pds-transplante; 2 pacientes
com linfoma nao Hodgkin de células B de alto grau; 1 paciente com
linfoma nado Hodgkin de células B de baixo grau; 1 paciente linfoma de
Hodgkin; e 12 pacientes com linfoma nao Hodgkin de células B, sem
outra especificagao. Conclusao: A imunofenotipagem por citometria
de fluxo complementa os achados do estudo anatomopatolégico/
imunoistoquimico, permitindo um diagnéstico hematopatolégico
rapido e preciso das doengas linfoproliferativas.

Descritores: Linfoma; Transtornos linfoproliferativos/diagndstico;
Imunofenotipagem; Citometria de fluxo; Imunoistoquimica

ABSTRACT

Objective: To demonstrate the advantages of correlating
flow cytometry immunophenotyping with the pathology/
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immunohistochemistry of lymph nodes or nodules in the diagnosis
of lymphoproliferative diseases. Metheds: A retrospective study
was carried out of 157 biopsy or fine-needle aspiration lymph nodes/
nodule specimens taken from 142 patients, from 1999 and 2009. The
specimens were simultaneously studied with flow cytometry and
pathology at the Israelita Albert Einstein Hospital. The specimens
were prepared in hematoxylin/eosin, Giemsa, or monoclonal antibody
stained slides for detecting specific antibodies for the purposes
of pathology/immunohistochemical analysis. The samples were
hemolyzed and marked with different monoclonal antibody panels for
different antigens in flow cytometry immunophenotyping.

Results: The diagnostic results of pathology/immunohistochemical
studies and flow cytometry immunophenotyping agreed in 115
patients (81%), corresponding to 127 specimens, as follows
according to the pathologic diagnosis: 63 patients with non-
Hodgkin's B-cell lymphoma; 26 patients with reactive lymphoid
hyperplasia; 5 patients with non-Hodgkin's T-cell lymphoma; 4
patients with atypical lymphoid proliferation; 5 patients with a
chronic granulomatous inflammatory process; 5 patients with a
non-hematologic diagnosis; 2 patients with granulocytic sarcoma;
2 patients with thymoma; 1 patient with byphenotypic leukemia; 1
patientwithkappaplasmocytoma; 1 patientwithHodgkin'slymphoma.
Subtypes of lymphomas could be classified by associating the two
techniques: 19 patients with follicular lymphoma; 15 patients with
diffuse large B-cell lymphoma; 7 patients with small lymphocytic
B-cell lymphoma/chronic lymphocytic leukemia; 3 patients with
mantle cell lymphoma; 1 patient with Burkitt's lymphoma; 1
patient with MALT type lymphoma; 1 patient with post-transplant
lymphoproliferative disease; 2 patients with high grade non-
Hodgkin's B-cell lymphoma; 1 patient with low grade non-Hodgkin's
B-cell lymphoma not otherwise specified; 1 patient with Hodgkin's
lymphoma; and 12 patients with B-cell non-Hodgkin’s lymphoma
not otherwise specified. Conclusion: Flow cytometry adds to the
results of morphologic and immunohistochemical studies, facilitating
a rapid and accurate diagnosis of lymphoproliferative diseases.

Keywords: Lymphoma; Lymphoproliferative disorders/diagnosis;
Immunophenotyping; Flow cytometry; Immunohistochemistry

INTRODUCAO

As neoplasias linfoides afetam frequentemente
linfonodos, bago, tecido linfoide associado a mucosas,
pele ou Orgaos solidos ndo linfoides resultando
em massas e organomegalias. O diagndstico das
doencas linfoproliferativas (DLP) baseia-se no
estudo anatomopatolégico (AP) e imunoistoquimico
dos linfonodos (LN), que é considerado o método
gold standart, pois, entre outras vantagens podem
ser realizadas a andlise da arquitetura do tecido e a
classificacao definitiva do tipo de linfoma. Apesar disso,
seu procedimento é demorado, além de invasivo e, por
vezes, de acesso limitado em alguns tecidos.

A puncao aspirativa por agulha fina (PAAF) ¢, mui-
tas vezes, a primeira linha de investigacao (teste de
screening) utilizada em casos de adenomegalias para
o diagndstico diferencial entre processos benignos/re-

einstein. 2011; 9(2 Pt 1):151-9

acionais e neoplasias malignas. Trata-se de uma técnica
rapida, simples, segura e pouco invasiva para a obten-
¢ao de células com boa preservacdo para varios estu-
dos. Além do exame AP por bidpsia de tecido, a PAAF
também pode ser utilizada como técnica de coleta de
material para varios estudos, incluindo a imunofenoti-
pagem por citometria de fluxo (ICF)!? e apresenta um
valor preditivo positivo (VPP) alto. Muitos estudos tém
sido propostos para estabelecer a boa confiabilidade da
PAAF no diagnostico das DLP¢®? (Quadro 1).

Quadro 1. Vantagens e desvantagens das técnicas de pungéo aspirativa por
agulha fina e exame anatomopatoldgico por bidpsia de linfonodos na abordagem
diagnéstica das doencas linfoproliferativas

Vantagens Desvantagens

Bidpsia Estudo adequado da Procedimento trauméatico
arquitetura histoldgica
Alto custo relativo
Limites de acesso em alguns tecidos
Tempo de liberacéo (entre 10 e 15 dias)
PAAF Trauma minimo Perda da observagéo do padréo
arquitetural
Baixo custo
Tempo répido de diagnéstico

PAAF: puncéo aspirativa por agulha fina.

Nas ultimas duas décadas, a analise de marcadores
imunoldgicos dos linfécitos pela ICF evoluiu rapidamen-
te de uma utilizagdo restrita as dreas de pesquisas para a
introducéo nas rotinas de diagndstico laboratorial. Essa
expansao ¢ justificada principalmente pela ampla dispo-
nibilizacdo dos citometros de fluxo e de grande quantida-
de de anticorpos monoclonais, que rapidamente detec-
tam tanto antigenos de membrana como intracelulares
em diferentes suspensoes celularest!V,

O estudo imunofenotipico nos processos linfoproli-
ferativos € util na disting@o entre alteracdes reacionais
benignas e malignas, por meio da identificacdo de mo-
noclonalidade, principalmente nas neoplasias de célu-
las B, nas quais se verifica restricaio de uma das cadeias
leves de imunoglobulina (Figura 1). Além da aplicagao
no diagnostico, a ICF também ¢ de fundamental impor-
tancia na classificacdo dos diferentes tipos e subtipos
das DLPU>14),

A atual classificagdo das DLP segundo os cri-
térios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)!,
além de enfatizar o aspecto histoldgico, considera os
dados clinicos, citoldgicos, imunofenotipicos e genoti-
picos para a caracterizacao diagnéstica e progndstica
dos diferentes tipos de DLP. Assim, novos marcadores
altamente especificos sao continuamente descritos para
aprimorar o diagnostico e oferecer informacoes sobre
o progndstico dessas doencas, podendo os painéis de
anticorpos monoclonais incorpora-los, de acordo com a
investigacao clinica necessaria®>17).
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Fonte: Laboratdrio de Técnicas Especiais do Setor de Citometria de Fluxo, Hospital Israelita Albert Einstein.

Figura 1. Andlise por citometria de fluxo de adenomegalia axilar de paciente com
linfoma folicular

A confecgio de esfregacos de boa qualidade técnica
mostra-se Util, uma vez que o diagndstico diferencial pode
ser dado com base na composicao celular (monomorfica;
polimérfica; de pequeno, médio ou grande tamanho).
Atencao deve ser tomada em materiais com importante
componente hemodilucional, podendo-se diagnosticar er-
roneamente como reacional um caso proliferativo.

A avaliacdo morfoldgica imediata da amostra obtida
apds a puncao permite indicar, se necessaria, uma nova
coleta ou até mesmo uma bidpsia ganglionar, obtendo
uma amostra com celularidade mais adequada®-161819),

Em LN normais, as células B constituem cerca de 40%
dos linfécitos, e as células T, aproximadamente 55%. En-
tre as células CD3+, predomina o subtipo CD4 ¢ a rela-
cao CD4/CD8 é acima de 4. A frequéncia das células natu-
ral killer no LN normal é muito baixa (aproximadamente
1%). Contrariamente, os 6rgaos linfoides com predominio
de células B (CD19+) sao as tonsilas, sendo que as demais
células sao CD3+ com predominio do subtipo CD4, como
nos LN(2(),21).

Correlagéo entre citometria de fluxo e anatomia patolégica 153

Os linfomas de células B sao a maioria entre os linfo-
mas nao Hodgkin e, nesses casos, estabelecer a clonalida-
de celular, por meio da restricao de uma das cadeias leves
k (kappa) ou A (lambda), geralmente ¢ a chave para defi-
nir o diagndstico. A proporcao de kkappa/Alambda abaixo
de 0,5 ou acima de 3,0 indica a presenca de populacdo de
célula B clonais em amostras de sangue periférico, medula
Ossea, LN, bago e outros tecidos que contém aumento de
linfécitos B maduros®®.

OBJETIVO

Evidenciar as vantagens da correlacio entre
imunofenotipagem por citometria de fluxo e exame
anatomopatoldgico/imunoistoquimicodeadenomegaliase/
ou nodulos no diagndstico de doengas linfoproliferativas.

METODOS

Foram estudadas retrospectivamente 157 amostras de
bidpsias ou puncoes aspirativas de ganglios/linfonodosLN
ou nédulos em 142 pacientes durante o periodo de 1999
a 2009, que tinham amostras enviadas simultaneamente
aos Setores de Citometria de Fluxo e de Anatomia
Patoldgica do Hospital Israelita Albert Einstein (HIAE),
Sao Paulo (SP).

Estudo anatomopatoldgico/imunoistoquimico e citologico

Em todos os pacientes foram realizadas bidpsias ou
PAAFs de LN/massas para diagnostico histologico e
imunoistoquimico. Para isso, ndo houve modificacao
ou interferéncia em qualquer rotina da pratica clinica
hematoldgica e laboratorial.

Em nosso hospital, os médicos patologistas dispoem
geralmente de trés momentos para avaliar as amostras de
tecido a fresco, sendo estes durante os exames de ultrasso-
nografia nos quais sao realizadas as PAAFs, na tomografia
computadorizada quando sao feitos os procedimentos de
bidpsias guiadas por agulha e os exames intraoperatdrios
por congelacao, realizados dentro do centro cirtirgico.

Nos casos de PAAFs, o material de aspirado de LN/
massas foi examinado imediatamente pelos médicos pa-
tologistas quanto a representatividade celular e, antes de
colocé-lo no fixador tecidual (alcool 95%), foi transferido
para um tubo de acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
contendo 2 mL de meio de cultura RPMI (RPMI 1640,
meio desenvolvido no Roswell Park Memorial Institute).
O processamento da ICF ocorreu em até 6 horas da cole-
ta, nao necessitando de fixagao.

Nos casos de bidpsia, os patologistas selecionaram
uma parte representativa da amostra a fresco, antes de
colocé-la no fixador tecidual (formaldeido 10%). A se-
guir, essa amostra foi transferida para o tubo de EDTA e
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o processamento da ICF ocorreu da mesma maneira que
os casos de PAAF.

No laboratério de anatomia patoldgica, os esfregacos
e os citocentrifugados resultantes das PAAFs foram pre-
parados de acordo com a rotina citoldgica, sendo fixados
pela técnica de Papanicolaou e Giemsa. As bidpsias segui-
ram a rotina de processamento histoldgico sendo confec-
cionadas laminas coradas pela hematoxilina-eosina.

Para o exame imunoistoquimico, os cortes histolo-
gicos foram dispostos em laminas de vidro previamente
tratadas com o adesivo poli-D-lisina (Sigma, St. Louis,
EUA, Co6d. P7886) e mantidos em estufa a 60° por 4 ho-
ras. A seguir, foi realizada a desparafinacao, com banhos
sucessivos pelo xilol, passagem em alcool etilico absoluto
e lavagem com solucao salina tamponada, phosphate bu-
ffer solution (PBS), com bloqueio da atividade enddgena
com solugao de H2 O2 a 3%. A recuperacao antigénica
foi realizada pelo calor ou pelo método enzimatico. Apds
a recuperacao dos epitopos, as laminas foram incubadas
com os anticorpos primarios em periodos de 12 a 18
horas a 42, na diluicdo apropriada para cada anticorpo.
Ap0s nova lavagem em PBS, foram, entao, incubadas por
60 minutos, com os respectivos anticorpos secundarios.
Seguiram-se, entdo, aos sistemas de detecgdo por meio
de polimero. A revelacao foi feita com tratamento com
3,3’ diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, EUA,
c6d. D5637), acrescida de H2 O2 (concentragdo final
de 0,2%), contracoloragao com hematoxilina de Mayer
e montagem com resina histologica. Todos os ensaios
foram analisados por médicos patologistas por meio de
microscopia Optica comum, sendo positivos os controles
das reagbes imunoistoquimicas.

Foi utilizado um painel inicial com os seguintes anti-
corpos primérios: CD20 (clone L.26), CD3 (policlonal),
CD10 (clone 56C6), Bcl-2 (clone Bcl-2-100), Bcl-6 (clo-
ne LN22), CD5 (clone RTB-CD5), CD23 (clone 1B12),
ciclina D1 (clone SP4), Ki-67 (clone SP6), CD30 (clone
Ber-H2), Epstein Barr virus (EBV - clone CS.1-4) e CD15
(clone BY87). Esse painel foi ampliado conforme a ne-
cessidade, acrescentando-se os anticorpos CD138 (clone
MI15), Kappa (policlonal), Lambda (policlonal), CD4
(clone 1F6), CD8 (clone C8/144B), CDA43 (clone DF-T1),
CD56 (clone 123C3), mieloperoxidase (policlonal), gran-
zima B (policlonal), TIA-1 (clone C-20), multiple myelo-
ma-1/interferon regulatory factor-4 (MUMI1/IRF4 — clone
MUM 1P) e terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT
— policlonal), citoceratinas (clone AE1/AE3), Melan A
(clone M27C10), proteina S-100 (policlonal) e HMB45
(clone HMB45).

Os médicos patologistas fizeram a avaliacao histolo-
gica final por meio da leitura de ldminas ao microscopio
Optico comum, utilizando critérios da Classificacdo de
Tumores da OMS de 2001 e de 2008 recomendados pela
literatura®®.
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Imunofenotipagem por citometria de fluxo

As PAAFs foram colocadas em meio de coleta (Vitrocell)
e as amostras de LN/massas embebidas em solucao
fisiologica ou em meio para coleta — RPMI (Vitrocell).
Inicialmente, realizou-se contagem de células em cimara
de Neubauer, as laminas foram confeccionadas em
Cytospin e coloridas com corante Rosenfeld para analise
citomorfologica. Para o teste de viabilidade celular,
utilizou-se 7-AAD. Apds andlise morfoldgica, as amostras
foram pipetadas em tubos 12 x 75 mm dependendo do
volume da amostra e do nimero de células. As amostras
foram, entdo, lavadas com PBS (tampao fosfato) antes
de se iniciar a marcagdo com anticorpos monoclonais,
os quais foram obtidos de diversos fabricantes, como
Beckman Coulter (BC), Becton Dickinson (BD), 1Q
Products (IQP), Immunotech (IM).

Para a triagem basica do perfil fenotipico do mate-
rial foi aplicado o painel composto pelos anticorpos anti-
CD2(BC), anti-CD3(BC), anti-CD4(BC), anti-CD8(BC),
anti-CD14(BC), anti-CD15(IM), anti-CD19(BC), an-
ti-CD30(IM), anti-CD34(IM), anti-CD45(IM), anti-
Kappa (Dako) e anti-Lambda (Dako)??:

Quando caracterizada a presenca de clonalidade,
aplicou-se o painel completo de anticorpos, incluin-
do painel para doencga linfoproliferativa de células B:
CD2(BC), CD3(BC), CD5(IM), CD7(BC), CD10(IM),
CD11c¢(IM), CD20(IM), CD22(IM), CD23(Dako),
CD25(BC), CD3§(IM), CD79(IM), CD103(1QP),
FMC-7(IM), HLA-DR(IM), IgM(Dako), IgD(Dako) e
IgG(Dako). Outros painéis foram utilizados, como:

- painel para doenca linfoproliferativa de células
T: CDla(IM), CD2(BC), CD3(BC), CD5(IM),
CD7(BC), CD10(IM), CD20(IM), CD38(IM),
CD56((IM), TCR Alfa/Beta(IM), TCR Gamma/
Delta(IM);

- painel para mieloma multiplo e doencas associadas:
CD19(PC5), CD20(CD5), CD33(IM), CD38(IM),
CD45(IM), CD56(IM), CD117(IM), HLA-DR(IM)
e marcagoes intracitoplasmaticas para Kappa,
Lambda , IgM, IgG, IgD e IgA.

Ap6s marcacdo com anticorpos monoclonais, as
células foram incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente e sob protecao da luz. Para a lise de hem4cias,
utilizoua-se tampao hemolitico - cloreto de amonia por
15 minutos a temperatura ambiente.

Para a marcacio de superficie em imunoglobulinas
de cadeias leve e pesada, as amostras foram lavadas trés
vezes em PBS com soro fetal bovino e incubadas por uma
hora em banho-maria a 37°C. Para a marcacao intraci-
toplasmatica foi utilizado o kit IntraPrep da Beckman
Coulter. Por fim, a coleta e a analise dos dados foram
realizadas no citdmetro de fluxo EPICS XL-MCL e FC-



500 (Beckman Coulter). As analises foram interpretadas
pelos histogramas obtidos em conjunto com a citomorfo-
logia do material, de acordo com a Classificagao de Tu-
mores da OMS 2001 e 2008 ou anteriormente recomen-
dados pela literatura*-

Os resultados da andlise conjunta da citologia por
meio da PAAF e dos exames AP/imunoistoquimicos das
bidpsias de LN foram comparados com os resultados de
ICFE Foram utilizados a sensibilidade e a especificidade
como parametros para andlise do desempenho da ICF
em relagdo a AP (gold standard).

A sensibilidade foi calculada para avaliar a propor-
cao de individuos doentes que tem teste positivo, e a
especificidade foi calculada para avaliar a proporcao de
individuos sem a doenga que tem teste negativo. O VPP
foi calculado para avaliar a probabilidade de o individuo
ter a doenca se o teste for positivo, e o valor preditivo ne-
gativo (VPN) para avaliar a probabilidade de o individuo
nao ter doenga quando o teste for negativo.

RESULTADOS

Foram estudadas 157 amostras em 142 pacientes
durante o periodo de 1999 a 2009, sendo 75 homens e
67 mulheres, com média de 55 anos (sendo a menor
idade 4 anos e a maior idade 92 anos).

Em relacdo ao tipo de procedimento utilizado
para obtencao do material para as analises, 119 pa-
cientes realizaram bidpsias, 16 pacientes realizaram
somente PAAF e 7 pacientes realizaram PAAF segui-
das de bidpsia.

As topografias encontradas foram distribuidas em
145 amostras de LN (cervical, inguinal, axilar, mediasti-
nal, peripancreatico, para-adrtico e justa-carotideo) e 12
amostras de massas tumorais localizadas no baco, rim,
intestino delgado, pulmao, osso isquio, parétida, couro
cabeludo e naso/rinofaringe. Em 12 pacientes havia mais
de uma amostra devido a procedimentos diferentes (por
exemplo, amostras de PAAF seguida de amostra de bi-
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Opsia), topografias diferentes colhidas a0 mesmo tempo,
anos de coleta diferentes em um Gnico paciente, ou até
mesmo duplicidade de amostras. (Tabela 1).

No intuito de investigar a eficiéncia da associagao da
ICF com AP para determinar diagnésticos precisos, ava-
liamos o percentual de concordancia entre as duas técni-
cas para cada grupo de doenga estudado (Figura 2).

Os 142 pacientes do estudo foram classificados de
acordo com o diagndstico do AP, como descrito na tabela
1. As barras mostram a percentagem de concordancia no
diagnéstico pelas duas técnicas (Figura 2).

100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Concordancia de Diagndsticos (%)

Diagndstico AP
LNH-B: linfoma ndo Hodgkin B (n = 73); reacional: hiperplasia linfoide reacional (n = 26); LNH-T: linfoma nao
Hodgkin T (n = 7); Prolif. Atipica: proliferacao linfoide atipica (n = 5); Inflam. Granulomatosa: inflamagoes
cronicas granulomatosas (n = 5); Ndo Hematoldgica: inclui carcinomas, adenocarcinomas e melanoma (n =
5); Bifenotipica: leucemia bifenotipica (n=1); LH: linfoma de Hodgkin (n = 15). Sarcoma Granulocitico (n = 2);
Timoma (n = 2); Plasmocitoma (n = 1).

Figura 2. Percentagem de diagndsticos concordantes entre anatomopatoldgico e
imunofenotipagem por citometria de fluxo por grupo estudado

De maneira interessante, dos 11 grupos de doencas
estudados houve concordancia superior a 80% em 9 de-
les, e superior a 70% em 1 grupo. Apenas os diagnos-
ticos de linfoma de Hodgkin (LH) foram discordantes
em sua maioria, fato este previsto em literatura discuti-
do mais a frente.

Tabela 1. Relagao dos pacientes segundo o diagnéstico anatomopatoldgico e os tipos de coleta do material

Diagnéstico AP Namero de pacientes Pacientes %

Nimero de PAAF

Nimero de PAAF + biopsia Nimero de biopsias

LNH-B 73 51.41 5 4 64
Reacional 26 18,31 4 0 22
LNH-T 7 4,93 0 0 7
Prolif. atipica 5 3,52 3 0 2
Inflam. granulomatosa 5 3,52 4 0 1
Nao hematolégica 5 3,52 0 0 5
Sarcoma granulocitico 2 1,41 0 0 2
Timoma 2 1,41 0 0 2
Bifenatipica 1 0,70 0 0 1
Plasmocitoma 1 0,70 0 0 1
LH 15 10,56 0 3 12
Total 142 100 16 7 119

AP: anatomopatoldgico; PAAF: puncéo aspirativa por agulha fina; LNH-B: linfoma ndo Hodgkin B; LNH-T: linfoma nao Hodgkin T; Prolif. Atipica: proliferacao linfoide atipica; Inflam. Granulomatosa: inflamagdes cronicas granulomatosas; LH:

linfoma de Hodgkin.
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Dentre os 73 pacientes diagnosticados com linfo-
ma nao Hodgkin de células B pela AP (o que corres-
ponde a 51,4% dos pacientes incluidos no estudo),
houve uma concordancia de 86,3% com o diagnds-
tico da ICF. Para os sete pacientes com linfoma nao
Hodgkin de células T (que correspondem a 4,9%
do total de pacientes do estudo) foi observada falta
de concordancia entre os dois diagndsticos. Para os
cinco pacientes diagnosticados com proliferacao lin-
foide atipica houve 80% de concordéncia entre AP e
ICF. A utilizacao da ICF para o diagndstico de hiper-
plasias reacionais, inflamagoes granulomatosas, can-
ceres nao hematoldgicos, sarcomas granulociticos, ti-
momas, e casos individuais de leucemia bifenotipica
e plasmocitoma, foi absolutamente eficiente e eficaz,
tendo havido 100% de concordéancia com o diagnds-
tico da AP.

Na figura 3 observamos os diagndsticos dos pacien-
tes distribuidos de acordo com as andlises anatomopa-
tologicas.
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Figura 3. Distribuicdo dos diagnésticos concordantes em percentual de
pacientes de acordo com os subtipos de linfoma

Nos 63 casos de linfoma nao Hodgkin B concordan-
tes nas técnicas estudadas, a distribuicdo conforme o
subtipo foi:
- linfoma folicular (LF): 19 pacientes (Figura 4A e
4B);

- linfomas difuso de grandes células B: 15 pacientes;

linfomas linfocitico/leucemia linfocitica cronica

(LLC/ LL): 7 pacientes;

- linfomas de célula do manto: 3 pacientes;

linfoma de Burkitt: 1 pacientes;

- linfoma do tipo MALT (tecido linfoide associado a
mucosa): 1 paciente;

- doenga linfoproliferativa pos-transplante (PTLD):
1 paciente;

- linfoma niao Hodgkin de células B de alto grau: 2
pacientes;

- linfoma nao Hodgkin de células B de baixo grau: 1
paciente;

- linfoma nao Hodgkin de células B, sem outra espe-
cificacao: 12 pacientes;

- LH: 1 paciente (Figura 5A e 5B).

Os diagnoésticos discordantes entre a anatomia pa-
tologica e a ICF foram de 27 pacientes (19,0%) em 30
amostras (19,1%), distribuidos conforme demonstrado
na tabela 2.

Tabela 2. Distribuicao geral dos diagnésticos ndo concordantes de acordo com o
tipo de diagndstico anatomopatoldgico definitivo

Diagnésticos por anatomia Pacientes (%) Amostras (%)

patoldgica

Linfoma de Hodgkin 14 (51,85) 17 (56,7)
Linfoma nao Hodgkin-B 10 (37) 10 (33,3)
Linfoma ndo Hodgkin-T 02 (7,4) 2(6,7)

Hiperplasia linfoide reacional 01(3.,7) 01(3.3)

Nos diagnoésticos discordantes entre ICF e AP de
linfoma nao Hodgkin B obtivemos os seguintes subti-
pos:

- linfoma de células B rico em células T e histidcitos:

2 pacientes;

Fonte: Departamento de Anatomia Patoldgica do Hospital Israelita Albert Einstein.

Figura 4. Painel imunoistoquimico diagnéstico de linfoma folicular. (A) Padréo histolégico do linfoma folicular com identificagao da arquitetura dos foliculos neoplésicos
(200x, hematoxilina-eosina); (B) positividade para Bcl-2 no exame imunoistoquimico em um foliculo neoplésico (400X)
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Fonte: Departamento de Anatomia Patoldgica do Hospital Israelita Albert Einstein.

Figura 5. Exame de puncéo aspirativa por agulha fina mostrando, na citologia, as células de nicleos volumosos e nucléolos evidentes (A), por vezes multinucleadas (B)
diagnosticas de linfoma de Hodgkin (400x e 200x, respectivamente, hematoxilina-eosina)

- linfoma difuso de grandes células B: 6 pacientes;

- linfoma linfobléstico/leucemia linfoblastica de célu-
las B precursoras: 1 paciente;

- linfoma nao Hodgkin de células B da zona marginal
(MALT) com comprometimento focal do ganglio: 1
paciente

O calculo do teste de sensibilidade da ICF em rela-
cao ao estudo AP (gold standard) é de 0,77 e o calculo
do teste de especificidade € de 0,97. O VPP é de 0,77 ¢
VPN de 1,00.

DISCUSSAO

A técnica de escolha para diagnoéstico das afecgdes dos
LN ¢ tradicionalmente o estudo histopatologico do
tecido em parafina. Em bidpsias de LN e outros tecidos,
a imunoistoquimica ¢ uma ferramenta importante, pois,
preservandoamorfologiacelulareopadraodearquitetura
do tecido, permite a analise imunofenotipica em cortes
histologicos @3- A deteccao de antigenos especificos
nas células linfoides é fundamental na classificacdo de
tumores, avaliacdo de prognoéstico e identificacao de
terapia alvo-especifica!®¥- Contudo, a analise pelo
patologista dos resultados do estudo imunoistoquimico
na rotina laboratorial tem limitacoes: subjetividade da
analise, reprodutibilidade limitada e tempo despendido.
A variabilidade inter e intraobservador ¢ alta pelo
elevado nimero de fatores que podem interferir no
processamento da amostra e nas interpretacoes dos
resultados. Assim, a perda do consenso na quantificacao
da expressao dos antigenos e na definicio de resultados
positivos e negativos € uma das causas que levam a
nao reprodutibilidade. O exame citomorfoldgico e a

ICF resolvem alguns desses obstaculos como a maior
rapidez diagnostica, possibilitando a andlise qualitativa
e quantitativa de antigenos celulares, além da analise
multiparamétrica®”'7'®_Contudo, a citometria de fluxo
também tem suas limitacdes: variabilidade na expressao
da assinatura antigénica e a perda celular durante o
processamento pré-analitico, entre outros fatores, como
o preparo da amostra, trabalhar com material fresco e
ter nimero suficiente de células neoplésicas. Os linfomas
de grandes células podem ter suas células perdidas
no processo de preparo por sua fragilidade celular.
Conforme dados da literatura, um resultado negativo
nao exclui automaticamente a malignidade!18.1923),

A PAAF € um procedimento minimamente invasivo
no qual a combinacao da analise citomorfologica com
a imunofenotipagem por CF mostra-se importante fer-
ramenta, capaz de rapidamente diferenciar DLP de hi-
perplasias linfoides reacionais na maioria dos casos de
linfadenopatias®-2,

Em nosso estudo, houve discordancia de diagnosti-
co entre a ICF e AP em 27 casos, sendo o mais frequen-
te desses o diagnostico de LH em 14 pacientes do total
de 15 com esse diagndstico por AP (51,85% do total dos
casos discordantes) em 17 amostras (56,7%).

Embora a citometria de fluxo seja ttil no diagnosti-
co de muitas neoplasias hematopoiéticas e poder, com
frequéncia, detectar pequenas populacoes (< 0,01%
de leucdcitos), nesses casos apresenta-se como técnica
limitada na contribui¢ao ao diagnéstico do LH que en-
volve LN. Muitos estudos de ICF em LH evidenciam
as mudangas na composicao de linfdcitos reacionais,
como a relacio CD4/CDS8 em células T, mas as células
de Reed Sternberg tém auséncia em sua deteccao por
essa técnica, principalmente por seu grande volume®®,
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Em 2009, Wood descreveu uma técnica de alta sensibili-
dade e especificidade no diagndstico de LH classico por
citometria de fluxo utilizando 9 cores em equipamento
com 3 lasers®”

Nos nossos casos, em dez pacientes nao foi detec-
tado linfoma ndo Hodgkin-B (LNH-B) pela técnica de
citometria de fluxo. Nestes, a distribuicao das células
anomalas no tecido linfoide foi parcial em dois pacien-
tes, comprometendo a representagao celular neoplasi-
ca. Em dois casos, o diagndstico final foi de linfoma di-
fuso de grandes células B, rico em células T/histiocitos,
nos quais as poucas células neoplasicas detectadas estao
distribuidas em um fundo rico em linfécitos T e histio-
citos, além de exibirem grande tamanho, revelando-se
mais frageis se comparadas aos demais linfécitos. Como
consequéncia, ndo sdo bem representadas, o que pode
mascarar a analise por CFE. Esse fato foi também obser-
vado por Meda et al.®® e Verstovsek et al.(). Frequen-
temente pode ser caracterizada como uma populagcao
equivocadamente policlonal devido a consideravel con-
taminacdo com células normais residuais. Assim, um
resultado sem evidéncias de malignidade pela ICF nao
excluiu um processo neoplasico, reforcando que, nessas
situagdes, um minucioso exame citomorfoldgico deve
ser realizado, como demonstrado na literatura®>

Segundo estudos de Meda et al.®® e de Zardawi
et al."® na auséncia da restricio de cadeias leves k e
), outras evidéncias de proliferacao clonal podem ser
exploradas, como a proliferacdo de antigenos (CD19,
CD20) em grandes propor¢oes em determinados teci-
dos (superior a 85%), CD10 => 18% ou CD20+CD5+
=> 35%.

Entre outros trabalhos, destaca-se o de Martins et
al.?), que, em estudo retrospectivo de 627 materiais de
LN obtidos por PAAF, também ressaltaram a importan-
cia da andlise citomorfoldgica para o estabelecimento
de diagndstico de LNH de grandes células.

Ainda no nosso trabalho, em trés pacientes, as
amostras eram constituidas por material necrotico, fri-
avel ou escasso para andlise em ICE, sendo que o ma-
terial escasso foi obtido de bidpsia de osso com pouca
representatividade do tecido neoplasico. A represen-
tatividade da malignidade estava prejudicada em trés
pacientes nao sendo possivel seu diagnostico por ICF
(em um deles apesar de ter sido o estudo complemen-
tado pela técnica de PCR para clonalidade B), e tam-
bém nao foi encontrada banda distinta representativa
dos rearranjos monoclonais dos loci IgH, mostrando a
pequena quantidade de células na amostra. A presen-
ca de necrose, de crescimento neoplasico acelerado e
amostra éssea dificultam o processamento pré-analitico
interferindo na viabilidade das células para analise pelo
citdbmetro, como observado também na literatura®>,
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Nos linfomas de células T, a clonalidade dessas
células somente pode ser caracterizada se ocorrer au-
séncia de expressao antigénica de algum marcador da
linhagem T, pois a demonstracdo da clonalidade T s6
pode ser realizada por PCR, técnica de Southern Blot
por biologia molecular ou demonstracao da clonalida-
de por citometria de fluxo, por meio da deteccao clonal
na familia VP com mais de 20 anticorpos monoclonais
analisados simultaneamente — técnica nio disponivel
no Brasil.

Assim, em nosso trabalho, a citometria de fluxo
mostrou-se mais especifica do que sensivel na concor-
dancia diagnoéstica, o que é decorrente da falta de con-
cordancia encontrada nos pacientes com LH*!9, ¢ nos
dez pacientes de linfoma difusos de grandes células des-
critos anteriormente(!?). Esses fatores também influiram
no calculo do VPP global.

Em bidpsias de LN e outros tecidos, a imunoisto-
quimica é uma ferramenta muito importante, pois per-
mite a analise imunofenotipica em cortes histologicos
nos quais ainda se identifica a arquitetura do tecido®.
Por exemplo, a expressao do antigeno CDS5 presente
em alguns linfomas, entre eles o linfocitico de peque-
nas células/leucemia linfocitica cronica (LL/LLC) e o
linfoma de células do manto (LM), que sao dois tipos
de DLP de diferentes progndsticos, sendo necessaria a
correta distincao entre eles. Nesses casos, é¢ fundamen-
tal a pesquisa e caracterizacdo do marcador ciclina D1,
presente em 70 a 80% dos casos de LM, a qual €
realizada com sucesso apenas pela técnica de imunois-
toquimica. Além disso, é possivel também a deteccao
da t(11;14) caracteristica do LM por citogenética clas-
sica, hibridacao in situ por fluorescéncia (FISH), rea-
¢ao em cadeia da polimerase com transcriciao reversa
(RT-PCR).

Nos linfomas de células B maduros, o diagnéstico
diferencial principal dos que apresentam positivida-
de para o marcador CD10 deve ser feito entre linfo-
ma folicular (LF), linfoma difuso de grandes células
(LDGCB) e linfoma de Burkitt. A demonstracao do
marcador Bcl-2 em histologia auxilia a identificagao
dos foliculos neoplasicos no LF, diferenciando-os de
foliculos reacionais em processos de hiperplasias lin-
foides de padrao folicular. A citometria de fluxo, por
sua vez, apesar de dificuldade técnica em demonstrar
a presenca de Bcl-2, pode diferenciar LF de hiperpla-
sias linfoides por meio da pesquisa de clonalidade pela
relacdo k e A16:213D,

Atualmente, os centros de diagndsticos que ofere-
cem essas tecnologias como ferramentas diagnosticas
complementares diminuem as limitacoes de cada méto-
do, oferecendo rapidez, melhores opgoes para estadia-
mento e conduta terapéutica mais adequada.



CONCLUSOES

Como pudemos demonstrar em muitas situagoes, para
muitas doengas hematoldgicas o uso da citometria

N

de fluxo associada a citomorfologia e o estudo
imunoistoquimico conseguiu diagnosticar e diferenciar
0s processos reacionais dos neoplasicos, além de
subclassificar as doencas linfoproliferativas.

Em nossa experiéncia, os dados da citometria de fluxo
complementaram os achados da citomorfologia e da imu-
noistoquimica nas PAAFs e biopsias de amostras suspeitas
de doencas linfoproliferativas, na maioria dos casos.
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