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RESUMO

Fundamentos: O equilibrio homeostético do sistema imune é imprescindivel para o
controle e evolugdo do quadro clinico das neoplasias linfoides da pele e dos processos
inflamatdrios. Dentro desse equilibrio imunoldgico, a funcdo das células T reguladoras é
controverso tanto nos casos de micose fungoide quanto nas dermatoses inflamatérias que sdo
os principais diagndsticos diferenciais. O anti-FOXP3 é o imunomarcador mais especifico
para as células T reguladoras. Objetivo: Identificar e quantificar a presenca de células T
reguladoras atraves do marcador imunoistoquimico anti-FOXP3 em cortes histoldgicos de
casos de micose fungoide em fases clinicas iniciais, e comparar com a presenca ou ndo do
mesmo marcador em casos de psoriase vulgar, dermatite eczematosa e liquen plano.
Métodos: Foram estudadas 77 bidpsias de 64 pacientes, sendo 30 casos de micose fungoide e
34 de dermatoses inflamatdrias, consultados entre 1999 a 2014 no arquivo do servigo de
Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu — Universidade Estadual Paulista. As
bidpsias foram revistas e seus resultados imunoistoquimicos comparados de acordo com as
categorias entre grupo de casos e grupo controle. Resultados: A classificacdo do escore
epidérmico para o imunomarcador FOXP3 foi significativamente menor na micose fungoide
que nas dermatoses inflamatérias (p<0,001). A principal discrepancia ocorreu com o liquen
plano, no qual 90% foram FOXP3+ em mais de 50% dos linfdcitos intraepidermicos,
enquanto que apenas 10% dos casos de micose fungoide alcancaram esses niveis de
positividade. ConclusGes: Embora a maioria dos diagnosticos das lesdes iniciais de micose
fungoide dependam principalmente da correlacdo clinica-histopatoldgica, a diferenca
estatisticamente significante da proporcdo de FOXP3+ intraepidérmico comparando-se com
as dermatoses inflamatorias permite a inclusdo desse imunomarcador no painel
imunoistoquimico para o auxilio diagndstico nos casos suspeitos de micose fungoide e que

ndo apresentem todas as caracteristicas morfoldgicas para a definicdo diagnostica.

Palavras chaves: Linfoma cutaneo; FOXP3; Imunoistoquimica; Linfdcitos T; Micose

Fungoide.



ABSTRACT

Background: The homeostatic balance of the immune system is essential for clinical
evolution and control of cutaneous lymphoid neoplasias and inflammatory diseases.
Regarding immunological balance the role of regulatory T cells remain unclear either in
myecosis fungoides or their clinical differential diagnosis like inflammatory dermatosis. Anti-
FOXP3 antibody is the most specific marker of regulatory T cells. Objective: To determine
and quantify regulatory T cells using anti-FOXP3 antibody in histopathological samples of
early lesions of mycosis fungoides and compare it with psoriasis vulgaris, eczematous
dermatitis and lichen planus by a scoring system for FOXP3 expression. Methods: Data from
77 biopsies from 64 patients, 30 cases corresponding to mycosis fungoides and 34 to
inflammatory dermatosis, observed between 1999 and 2014 at the Department of Patholgy at
Botucatu Medical School - Sao Paulo State University. Biopsies were reviewed and the
FOXP3 labeled cells results compared according to cases or control group. Results:
Intraepidermal FOXP3 positivity was significantly lower in mycosis fungoides than
inflammatory dermatosis (p<0,001). Especially significant was that 90% of lichen planus
cases resulted in 50% or more of epidermal lymphocytes scored FOXP3+ whereas only 10%
of mycosis fungoides group have reached this level. Conclusions: Despite the majority of
early lesions of mycosis fungoides diagnosis depend mainly on clinical and histopathological
correlation, the statistical significance of intraepidermal FOXP3 positivity comparing with
inflammatory dermatosis allow us to include this antibody to help defining the diagnosis or

giving support to suspect cases morfologically dubious of mycosis fungoides.

Keywords: Cutaneous lymphoma; FOXP3; Immunohistochemistry; T lymphocytes; Mycosis

Fungoides.
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1INTRODUCAO

Linfomas cutaneos priméarios (LCP) sdo definidos como linfomas ndo-Hodgkin
presentes na pele e sem que se demonstre localizagdo extracutanea primaria no momento do
diagnostico (Willemze & Meijer, 2006). A classificacdo dos LCP é produto da cooperacdo da
World Health Organization (WHO) e da European Organization of Research and Treatment
of Cancer (EORTC), publicada em 2005 sob o titulo de “WHO-EORTC Classification for
Cutaneous Lymphomas” (Willemze et al., 2005) e reafirmada pela publicagdo “WHO
Classification of Tumors of Haematopoietic and Lymphoid Tissues” de 2008 (Ralfkiaer et al.,
2008).

A classificacgo WHO-EORTC distingui dois grandes grupos de LCP: os linfomas
com origem no linfécito T com residéncia na pele, denominados de “linfoma cutianeo de
células T (LCCT) e, os com origem no linfécito B, e denominados de “linfoma cutaneo de
células B” (LCCB) (Willemze et al., 2005, Ralfkiaer et al., 2008). A esses se somam 0s
linfomas cutaneos de origem nas células Natural Killer (NK) e os linfomas provisoriamente
ndo classificaveis segundo a célula de origem (Olsen et al., 2007, Cerroni et al., 2009).

Os LCCT sdo constituidos por um grupo heterogéneo de linfomas cuténeos que
apresentam comportamento clinico distinto dos linfomas sistémicos, ainda que apresentando
subtipo histoldgico semelhante. E, mesmo entre si, o0s LCCT apresentam extrema variedade
na expressao clinica, de maéaculas a tumores, de indolentes a agressivos, tanto no
comportamento bioldgico, quanto nos aspectos histoldgicos, imunofenotipicos e no
progndstico.

Os subtipos indolentes de LCCT reinem a micose fungoide (MF) e suas variantes, 0
LCP de células T de grandes células anaplasicas, a papulose linfomatoide, o linfoma
subcutdneo de células T paniculite-simile e o linfoma cutaneo de células T CD4+ de
pequenas e médias células pleomorficas. Os subtipos mais agressivos reunem a sindrome de
Sézary (SS), o LCP de células-T/NK tipo nasal, o LCP agressivo de células-T CD8+ e, 0
LCP de células-T inespecifico. Dentre os linfomas cutaneos primarios mais de 65% sdo do
tipo células T, 25% sdo constituidos por células B e em torno de 10% séo inespecificos
(Ralfkiaer et al., 2008, Rizyl et al., 2008).

O subtipo predominante de linfoma cutaneo primario da pele é denominado de micose
fungoide (MF) que corresponde ao linfoma cutadneo com origem no linfécito T periférico
epidermotrépico que expressa o receptor de células T (TCR) com subunidades of3* € com

imunofendtipo CD4", conhecido como linfocito T de meméria (CD45R0O™), constituinte do



10

sistema de imunovigilancia da pele. E um linfoma cutineo de pequenos e médios linfocitos
circunvolutos com tendéncia a invadir a epiderme em seus estagios iniciais (Guitart et al.,
2001, Keehn et al., 2007, Elder et al., 2009)

A etiologia da MF é incerta, com duas hipGteses principais. Primeiro, sugere-se que a
persisténcia de determinado estimulo antigénico induza um processo inflamatério dérmico
crénico com ativacgdo das células T que poderiam dar origem a um clone maligno de células
T (Binazzi, 1977, Willemze e al., 2005).

A segunda hipdtese estd ligada a agdo oncogénica de algum virus, como HTLV1,
HTLV2, EBV e CMV. Porém ainda ndo foram encontrados antigenos especificos,
carcindgenos ou particulas virais especificas, que fossem essenciais para o desenvolvimento
da MF (Willemze e al., 2005, Rizyl et al., 2008).

Nas fases clinicas iniciais da MF a lesdo corresponde a maculas (“patch”) e ¢ de
dificil diagnostico e pode se apresentar com aspecto que remete a diferenciais clinicos como
eczema crbnico, hanseniase indeterminada, parapsoriase, liquen esclero-atrofico e pitiriase
alba (Baum & Liu, 2011). Nessa fase tanto a lesdo clinica como a histopatologia podem ser
inespecificas e por vezes o diagndstico de MF ocorre anos ap0s a primeira bidpsia.

A denominacdo ou conceituacdo da micose fungoide classica (tipo Alibert) se
restringe aquela com evolucdo classica de maculas (patches) posteriormente placas, a seguir
tumores e por fim sistematizagcdo. O prognostico da MF cléssica, com inicio das lesdes se
expressando por maculas (patches) ou placas (estadio I-11) é bom, sendo que a maioria dos
pacientes apresentam curso prolongado da enfermidade com curso indolente do quadro desde
que submetido a intervencBes adequadas. Tal constatacdo torna o diagndstico precoce da MF
como elemento crucial para o tratamento com sucesso.

Obstaculo ao sucesso terapéutico sdo os meios de evasdo imunologica das células
tumorais. Nesse contexto o microambiente da pele esta diretamente associado aos principais
mecanismos nos quais o clone maligno de células T dissimula o sistema imunoldgico
permitindo o surgimento da MF (Jawed et al., 2014).

Embora haja controvérsias nos diferentes estudos sobre a influéncia das celulas T
reguladoras (Treg) que possam estar envolvidas na patogénese, evolucdo e sobrevida dos
pacientes com MF (Gjerdrum et al., 2007, Solomon & Magro, 2008, Fujimura et al., 2008),
sabe-se que as células Treg sdo uma populacdo de células capazes de suprimir a resposta
imune interferindo nos mecanismos de auto-tolerancia imunoldgica (Sakaguchi et al., 1995).

H& evidéncias de que a supressdo imuno-mediada por células T reguladoras é a

maneira pela qual as células tumorais podem evadir do sistema imunolégico (Berger et al.,
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2005). Existem estudos que associam o aumento do numero de células T reguladoras a um
pior progndstico e reducdo da sobrevida em diferentes tipos de carcinoma (Beyer et al.,
2006).

Carreras et al., (2006) e Gjerdrum et al., (2007), sugerem que o infiltrado de células
Treg nos linfomas possa suprimir ndo apenas o infiltrado de células T citotoxicas, mas
inclusive o de células malignas, tornando o estudo do infiltrado de Treg em linfomas ainda
mais complexo que nos tumores sélidos.

As células T reguladoras CD4 + CD25+ correspondem de 5 a 10% das células T
periféricas CD4 + e expressam o marcador FOXP3, que é uma proteina supressora
transcricional da subfamilia dos forkhead box P3 e é considerado o marcador mais confiavel
para Tregs (Zou, 2006).

H4 perda da expressdo do FOXP3 a medida em que se avanga em termos de gravidade
do quadro ou para estadios clinicos mais avancados (Fried & Cerroni, 2012) mas, essa perda
de expressdo pode se manifestar em fases iniciais da MF quando comparadas com
dermatoses inflamatorias que fazem diagndstico diferencial histoldgico, e mesmo clinico,
com a MF (Wada et al., 2010). Ou seja, a expressdao da imunomarcacao estatisticamente
menor do FOXP3 na MF comparada com dermatoses inflamatérias como grupo controle
poderia ser subsidio ao diagndstico anatomo-patolégico da enfermidade (Wada et al., 2010).

A constatacdo de que alteracdes histopatoldgicas da MF nas fases iniciais sdo
discretas, podendo ser superponiveis as encontradas nas lesGes inflamatorias e, que o0s
critérios histoldgicos sdo, por vezes, subjetivos, se torna importante que se padronize de
forma objetiva os principais critérios diagnosticos histoldgicos e imunoistoquimicos dessa
entidade, na premissa que o diagnéstico precoce tem impacto no progndstico do paciente.

Frente a essas observacfes os autores do presente trabalho buscaram auxiliar no
esclarecimento sobre a patogénese da MF e sua relagdo com o sistema imune. Comparar de
forma semiquantitativa a presenca de linfécitos T reguladores, atraves do marcador FOXP3
nos casos de MF em fases clinicas iniciais e a expressdao do FOXP3 nas principais dermatoses

inflamatorias que séo os principais diagnosticos diferenciais da MF nesse estadio.
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2 REVISAO DA LITERATURA

DIAGNOSTICO DA MICOSE FUNGOIDE EM FASESCLINICASINICIAIS

2.1 Conceituacéo

Linfomas cutaneos priméarios (LCP) sdo definidos como linfomas ndo-Hodgkin
presentes na pele e sem que se demonstre localizagdo extracutanea priméaria no momento do
diagnostico (Willemze & Meijer, 2006). A classificacdo dos LCP é produto da cooperacgdo da
World Health Organization (WHO) e da European Organization of Research and Treatment
of Cancer (EORTC), publicada em 2005 sob o titulo de “WHO-EORTC Classification for
Cutaneous Lymphomas” (Willemze et al., 2005) e reafirmada pela publicagdo “WHO
Classification of Tumors of Haematopoietic and Lymphoid Tissues” de 2008 (Ralfkiaer et al.,
2008).

A classificacdo WHO-EORTC distingui dois grandes grupos de LCP: os linfomas
com origem no linfécito T com residéncia na pele, denominados de “linfoma cutianeo de
células T” (LCCT) e, os com origem no linfécito B, e denominados de “linfoma cutaneo de
células B” (LCCB) (Willemze et al., 2005, Ralfkiaer et al., 2008). A esses se somam 0S
linfomas cutaneos de origem nas células Natural Killer (NK) e os linfomas provisoriamente
ndo classificaveis segundo a célula de origem (Olsen et al., 2007, Cerroni et al., 2009).

Os LCCT sdo constituidos por um grupo heterogéneo de linfomas cutaneos que
apresentam comportamento clinico distinto dos linfomas sistémicos, ainda que apresentando
subtipo histoldgico semelhante. E, mesmo entre si, os LCCT apresentam extrema variedade
na expressao clinica, de maéaculas a tumores, de indolentes a agressivos, tanto no
comportamento bioldgico, quanto nos aspectos histoldgicos, imunofenotipicos e no
progndastico.

Os subtipos indolentes de LCCT retinem a micose fungoide (MF) e suas variantes, o
LCP de células T de grandes células anaplasicas, a papulose linfomatoide, o linfoma
subcutaneo de células T paniculite-simile e o linfoma cutaneo de células T CD4+ de
pequenas e médias células pleomorficas. Os subtipos mais agressivos reinem a sindrome de
Sézary (SS), o LCP de células-T/NK tipo nasal, o LCP agressivo de células-T CD8+ e, 0
LCP de células-T inespecifico. Dentre os linfomas cutneos primarios mais de 65% sdo do
tipo células T, 25% sdo constituidos por células B e em torno de 10% séo inespecificos
(Ralfkiaer et al., 2008, Rizyl et al., 2008).
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O subtipo predominante de linfoma cutaneo primario da pele é denominado de micose
fungoide (MF) que corresponde ao linfoma cutaneo com origem no linfécito T periférico
epidermotrépico que expressa o receptor de células T (TCR) com subunidades ofp* e com
imunofendtipo CD4", conhecido como linfécito T de meméria (CD45R0O"), constituinte do
sistema de imunovigilancia da pele. E um linfoma cutineo de pequenos e médios linfocitos
circunvolutos com tendéncia a invadir a epiderme em seus estagios iniciais (Guitart et al.,
2001, Keehn et al., 2007, Elder et al., 2009)

A MF representa menos de 1% da totalidade dos linfomas ndo-Hodgkin, porém é o
linfoma cutdneo mais comum. Classicamente apresenta evolucdo indolente e, em principio,
bom prognostico (Ralfkiaer et al., 2008, Rizyl et al., 2008).

Sdo reconhecidas na classificaggo WHO-EORTC a forma classica de MF e trés
variantes: “folicular”, “reticuloide pagetoide” e a “cutis laxa granulomatosa”. Outros subtipos
tém sido referidos na literatura devido a caracteristicas clinicas e/ou histologicas peculiares,
tais como: ‘“hipopigmentada/ hiperpigmentada”, “eritrodérmica”, ‘“poiquilodérmica”,
“pigmentada purpura-simile, ‘“bolhosa/disidrotica”, variedade “papular” e a “invisivel”
(Ralfkiaer et al., 2008, Cerroni et al., 2009). A variante leucémica da MF é denominada
sindrome de Seézary com expressdo clinica, anatomopatolégica e evolutiva distintas
(Willemze et al., 2005, Cerroni et al., 2009).

Das variantes da MF segundo a WHO-EORTC a foliculotrépica é a mais comum
(folliculotropic mycosis fungoides). A leséo folicular pode preceder, acompanhar ou
manifestar-se posteriormente a micose fungoide classica.

A localizacdo mais comum da variante folicular é segmento cefalico com clinica
papulosa, nodular ou acneiforme, ou tipo alopecia mucinosa. Sugere-se que a MF folicular
tenha progndstico mais grave quando comparado com a MF classica (Sampaio & Rivitti,
2007) e, isto seria consequente a localizacdo mais profunda do acometimento especifico e,
portanto, menos acessivel ao tratamento classico com corticoterapia topica ou com o0
esquema PUVA.

A variante denominada reticulose pagetoide (doenga de Woringer — Kolopp) é rara e
manifesta-se por lesdo Unica, solitaria, mais frequente em jovens e expressa-se do ponto de
vista clinico por placa hiperceratosica em geral nos membros inferiores e de evolugdo
extremamente indolente. A histopatologia é caracteristica pois ha acantose, hiperparaceratose
e intenso epidermotropismo com aspecto pagetoide (Steffen, 2005).

A variante cultis laxa granulomatosa (granulomatous slack skin) é bastante rara e

caracteriza-se por lesdes que imitam cutis laxa, com pele pendula, redundante, nas areas de
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dobras, particularmente axilas e regido inguino-crural. A histologia mostra epidermotropismo
de linfécitos atipicos, que ndo estdo presentes em todos 0s casos, associado a granulomas
dérmicos. O infiltrado granulomatoso pode ser exuberante e, em geral, o diagndstico de
certeza é tardio (Willemze et al., 2005, Magro et al., 2007, Smoler et al., 2008, Cerroni et al.,
2009).

Deve-se diferenciar a cutis laxa granulomatosa da variante granulomatosa observada
em outros linfomas cutaneos e o diferencial reside no quadro clinico dermatolégico peculiar
da cutis laxa granulomatosa (Ralfkiaer et al., 2008).

A MF eritrodérmica é variante rara e distingue-se da sindrome de Sézary por nédo
preencher as exigéncias diagndsticas deste, como por exemplo o numero minimo de 1000
células de Sézary/mm3 circulantes ou populacdo CD4+ circulantes em nimero 10 vezes
maior que células CD8+. Eritrodermia se caracteriza por eritema generalizado associado a
descamacédo e que comprometa pelo menos 75% da superficie corporal e com duracéo de
pelo menos um més. O quadro da MF eritrodérmica tende a ser infiltrativo, poupar areas de
dobras, pode ter areas de acumulo de papulas e cursa com hiperceratose palmo-plantar e é,
habitualmente, intensamente pruriginoso. A evolucdo € relativamente rapida para o
desenvolvimento de nédulos e tumores especificos do linfoma, o que torna o progndstico
desse subtipo clinico mais reservado. Na pratica clinica a eritrodermia da MF tem que ser
diferenciada da sindrome de Sézary e de eritrodermias de causa inflamatoria que sdo as mais
frequentes.

A denominacdo ou conceituacdo da micose fungoide classica (tipo Alibert) se
restringe aquela com evolucdo classica de maculas (patches) posteriormente placas, a seguir
tumores e por fim sistematizacdo. O progndstico da forma macular (patch) ou placas é bom
(estadio I-11), sendo que a maioria dos pacientes apresentam curso prolongado da
enfermidade com curso indolente do quadro desde que submetido a intervengdes adequadas.
Tal constatagdo torna o diagndstico precoce da MF como elemento crucial para o tratamento
COM SUCeSSO.

Porém, durante a evolugéo, pode ocorrer transformacéo para a fase de tumores e a
transformacédo histologica para grandes celulas, caracterizadas pelo diametro da célula
neoplésica de quatro vezes maior que o linfocito normal e em quantidade que excede 25% do
infiltrado e até mesmo formando agregados. Tal transformacdo para grandes células é
descrita e ocorre entre 8% a 55% dos casos e, em geral, estdo associadas ao mal progndstico
(Barberio et al., 2007, Hallermann et al., 2007).
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2.2 Aspectos Histéricos

A micose fungoide foi descrita pela primeira vez em 1806 por Alibert na Franca,
publicada pelo autor como “Pian fungoides” em 1814 e a terminologia “Mycosis fungoides”
utilizada apenas a partir de 1832 ainda por Alibert (Ralfkiaer et al., 2008). Em 1870, Bazin
descreveu a progressao segundo a historia natural da enfermidade e definiu os seus estagios,
ainda hoje classicos: macular (na lingua inglesa referido como patch), em placas, tumoral e
disseminado sistémico.

Em 1885 Vidal e Brocq introduziram o termo “Micose fungoide tumoral d’emblée”,
para casos com tumoracles linfomatosas cutaneas praticamente desde o inicio, sem
apresentar lesdes precursoras (Willemze & Meijer, 2006). Atualmente, esse antigo subtipo
clinico de MF passou a corresponder ao “linfoma cutineo de células T periférico ndo
especificado”, deixando de ser considerado variante da MF (Ralfkiaer et al., 2008).

Em 1892 descreveu-se a forma eritrodérmica da MF, caracterizada por eritema,
descamacéo e infiltracdo generalizada da pele e, em 1938 a descri¢do da sindrome de Sézary
(Ralfkiaer et al., 2008). A “reticulose pagetoide” foi descrita em 1939, como lesdo solitaria,
hiperceratdsica, descrita por Woringer-Kolopp.

A denominag¢do “linfoma cutdneo de células T” (LCCT) surgiu em 1975 para
englobar a MF e variantes e posteriormente passou a abranger outros tipos de LCP e que
inclui o espectro dos LCP CD30", o linfoma subcutaneo primario de células-T paniculite-
simile, o LCP de células NK/T tipo nasal e LCP de células-T ndo classificaveis (Ralfkiaer et
al., 2008, Rizyl et al., 2008).

2.3 Aspectos Epidemiol 6gicos dos L infomas Cutaneos Primarios

Os LCP constituem-se no segundo mais frequente tipo de linfoma ndo - Hodgkin de
localizacdo extranodal ap6s os linfomas de localizagdo gastrointestinal. Os LCP apresentam
incidéncia anual, estimada, na Europa de 1/100.000 habitantes (Willemze et al., 2005)

Ainda na Europa os LCCT constituem-se em 65% a 80% do total de LCP. A MF e
variantes correspondem a mais de 50% dos casos de linfomas primarios da pele e a
aproximadamente 90% do total dos linfomas cutaneos de células T (Willemze & Meijer,
2006, Willemze et al., 2005, Willemze & Dreyling, 2009)

Nos Estados Unidos, no periodo compreendido entre 1973 e 1992 a incidéncia de MF
foi de 0,36 casos/100.000 habitantes (Weinstock & Gardstein, 1999). A incidéncia foi maior
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na populagdo negra em relacdo a branca numa proporcao de 1,7/1 e entre asiaticos/ brancos
foi de 0,6/1 (Weinstock & Gardstein, 1999). No periodo estudado a mortalidade foi
decrescente para os casos de MF especificamente e considerada como decorrente do
diagndstico mais precoce dos casos (Weinstock & Gardstein, 1999).

Em estudo realizado na Suica, no periodo de 1990 a 2009, foram identificados 263
casos de LCP, com média de idade dos pacientes de 59 anos e 1/1,4 na relacao entre 0s sexos
masculino/feminino (M/F) (Jenni et al., 2011). Os LCCT somaram 190 casos (72,2%) e
dentre esses a MF correspondeu a 60% (114/190). No periodo estudado a incidéncia de MF
mostrou-se estavel, a incidéncia de SS decresceu de 17% para 7% dos casos e a incidéncia de
linfomas CD30+ cresceu de 7% para 18% do total de casos (Jenni et al., 2011).

No Brasil os dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) indicam incidéncia
estimada para o0 ano de 2014 de 9790 casos novos para 0 conjunto dos casos de linfomas néo-
Hodgkin, o que equivale a aproximadamente a 5,0/100.000 habitantes, e que inclui os LCP,
porém, a publicacdo do INCA néo faz distin¢cdo quanto aos diferentes subtipos de linfoma
ndo-Hodgkin (INCA, 2014).

A MF, especificamente, acomete adultos de ambos os sexos, com relacdo M/F entre
1,6 a 2/1, geralmente acima dos 50 anos, mas com incidéncia crescente em criangas e
adolescentes (Willemze et al., 2005).

O percentual de sobrevida no quinto ano de acompanhamento oscila entre 16% a
100% a depender do subtipo clinico de LCCT. E, entre 80% a 100% quando se considera MF
e variantes, excetuando-se a SS, que apresenta prognéstico mais reservado (Willemze et al.,
2005, Edelson, 1980, Magro & Dyrsen, 2008).

2.4 Etiologia e Fisiopatologia da Micose Fungoide

A etiologia da MF é incerta, com duas hipdteses principais. Primeiro, sugere-se que a
persisténcia de determinado estimulo antigénico induza um processo inflamatério dérmico
crénico com ativagéo das células T que poderiam dar origem a um clone maligno de células
T (Binazzi, 1977, Willemze e al., 2005).

A segunda hipdtese estd ligada a agdo oncogénica de algum virus, como HTLV1,
HTLV2, EBV e CMV. Porém ainda ndo foram encontrados antigenos especificos,
carcindgenos ou particulas virais especificas, que fossem essenciais para o desenvolvimento
da MF (Willemze e al., 2005, Rizyl et al., 2008).
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A MF é um linfoma ndo-Hodgkin decorrente da expanséo clonal de linfécitos CD4",
auxiliares, de memdria (CD45RO™) residentes na pele e responsaveis pela vigilancia
imunolégica. Na maioria dos casos de MF e sindrome de Sézary a expansdo clonal e a
ativacdo de células CD4" resultam na liberagdo de citocinas e fatores de crescimento que
estimulam a proliferacdo de queratindcitos e a inflamacao cutanea (Beyer et al., 2011).

AlteracBes citogenéticas tém sido observadas utilizando-se hibridizacdo gendmica
comparativa e hibridizagdo com fluorescéncia “in situ” (FISH). Mutagdes afetando os genes
CDKN2A, FAS, JUNB e alteragfes na sinalizagcdo via Janus quinase e ativadores de
transcricdo tém sido identificados em subgrupos de casos de MF (Van Doorn et al., 2009).
Entretanto as alteraces de genética molecular associadas a patogénese da MF ainda néo
estdo elucidadas.

Estudos demonstram a presenca dos receptores de quimiocinas nas células T malignas
de MF com fenotipo de células T de memoria, as quais ficam recirculandona pele e atuam
como fatores epidermotropicos continuos. E, na medida em que a doenga progride para
estadios mais avancados observa-se reducdo desses mediadores quimicos, o que justificaria a
perda do epidermotropismo e possivel disseminacdo das células tumorais para o sangue

periférico e linfonodos (Beyer et al., 2011).

2.5 Micose Fungoide e Sistema | munol 6gico

A maturacdo dos linfécitos T ocorre em etapas sequenciais que envolvem a
recombinacdo somatica e expressdo do receptor de céllulas T (TCR), proliferacéo das células
com expressao dos co-receptores CD4 e CD8 e, selecdo positiva e negativa induzida pela
apresentacdo de antigenos proprios no timo (Stutman, 1978). Embora apenas 5% das células
que entram no timo tornam-se linfocitos T maduros, nesse processo de selecdo timica ha um
escape de células T auto-reativas para a periferia.

Tendo em vista os meios de evasdo imunoldgica observados também no
comportamento das células tumorais, torna-se um campo interessante para NuUMerosos
estudos, pois continuam a ser um obstaculo ao sucesso terapéutico (Berger et al., 2005).
Nesse contexto o microambiente da pele estd diretamente associado aos principais
mecanismos nos quais o clone maligno de células T dissimula o sistema imunoldgico
permitindo o surgimento da MF (Jawed et al., 2014).

Dentre eles estd a inibicdo da maturacdo das células dendriticas pelas células

tumorais através da IL-10, que é encontrada na MF (Asadullah et al., 1996). E, ao invés de
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desencadear uma resposta imune, a interacao de células T com as células dendriticas imaturas
induz a uma tolerancia aos antigenos tumorais (Streinman, 2007). Em contrapartida, o
aumento na quantidade de células T citotoxicas CD8+ reativas sdo encontradas nas lesdes
iniciais de MF, secundérias a um recrutamento pelas células dendriticas maduras, podendo
contribuir a uma resposta antitumoral (Vermeer et al., 2001, Goteri et al., 2003).

As células T citotdxicas CD8+ controlam em parte a proliferacdo de células T
malignas através da secrecdo de citocinas como IFN-a e IFN-y e pela citotoxicidade direta
contra antigenos expressos pela célula tumoral (Vowels el al., 1994, Rook et al., 2003, Berger
et al., 1996, Bagot et al, 1998, Vermeer et al., 2001). Durante a progressdao da MF para
estadios mais avancados desenvolve-se uma severa imunodeficiéncia na imunidade celular
associada a diminuicdo das células T CD8+ ativadas e células NK (Asadullah et al., 1997,
Wysocka et al., 2004, Bouaziz et al., 2005).

Ha evidéncias de que a supressdo imuno-mediada por células T reguladoras é a
maneira pela qual as células tumorais podem evadir do sistema imunologico. EXxistem
estudos que associam o aumento do numero de células T reguladoras a um pior progndstico e
reducdo da sobrevida em diferentes tipos de carcinoma (Beyer et al., 2011). Porém Gjerdrum
et al., (2007) sugerem que o aumento das células Treg na MF é considerada um fator de
melhor prognoéstico, assim como relatado por Carreras et al., (2006) um aumento da
sobrevida dos pacientes com linfoma folicular.

Carreras et al., (2006) e Gjerdrum et al., (2007) sugerem que o infiltrado de células
Treg nos linfomas possa suprimir ndo apenas o infiltrado de células T citotoxicas, mas
inclusive o de células malignas, tornando o estudo do infiltrado de Treg em linfomas ainda
mais complexo que nos tumores solidos.

As células T reguladoras (Treg) sdo definidas como uma populagédo de células que
podem influenciar outros tipos celulares suprimindo a resposta imune (Zou, 2006). S&o
responsivas aos auto-antigenos, agentes infecciosos e antigenos pds-transplante, pois
suprimem a expansdo e ativacdo de células T auto-reativas que escaparam da selecdo
negativa timica (Sakaguchi et al, 1995).

As células T reguladoras CD4 + CD25+ correspondem de 5 a 10% das células T
periféricas CD4 + e expressam o marcador FOXP3, que € uma proteina supressora
transcricional da subfamilia dos forkhead box P3 e é considerado o marcador mais confiavel
para Tregs (Zou, 2006). Sugere-se que células Treg possam ter duas origens, a Treg natural
CD4 + CD25+ que se desenvolve no timo e a célula Treg induzida, a qual surge a partir de

células T naive CD4+ CD25- periféricas, na presenca de altos niveis de TGF-p e IL-2.
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Embora tenham origens diferentes, tanto as Tregs naturais quanto as Tregs induzidas tém
funcdo e fendtipo similares (Sakaguchi et al., 2010, Curotto de Lafaille & Lafaille, 2009).

Ha perda da expressdo do FOXP3 a medida em que se avanca em termos de
gravidade do quadro ou para estadios clinicos mais avancados (Fried & Cerroni, 2012).
Dessa forma, percentual expressivo das células Tregs perdem sua capacidade de autorregular
e de suprimir a proliferacdo de células CD4+ e de expressar 0 FOXP3 nas fases mais
avancadas da MF (Tiemessen et al., 2006).

Mas, essa perda de expressdo pode se manifestar em fases iniciais da MF quando
comparadas com dermatoses inflamatodrias que fazem diagnostico diferencial histoldgico, e
mesmo clinico, com a MF (Solomon & Magro, 2008, Wada et al., 2010). Ou seja, a
expressdao da imunomarcagdo estatisticamente menor do FOXP3 na MF comparada com
dermatoses inflamatdrias como grupo controle poderia ser subsidio ao diagndstico anatomo-
patoldgico da enfermidade (Wada et al., 2010).

Além desse mecanismo de evasdo imune, Brenner et al., (2008) descrevem que a
interacdo da molécula de superficie Fas com seu ligante (FasL) permite a eliminacdo de
células malignas por apoptose, 0 que previne uma reacdo imune persistente. Na analise
imunoistoquimica de bidpsias cutdneas de MF nas fases iniciais constatou-se Fas+ e durante
a progressao para a fase tumoral notou-se diminui¢do na expressdo de Fas (Zoi-Toli et al.,
2000).

2.6 Enfermidades I nflamatorias Diferenciais da Micose Fungoide em Estadios I niciais

Em trabalho realizado por Yamashita (2011) em 67 pacientes estudados clinica e
histologicamente como suspeitos de micose fungoide em apenas oito casos (11,9%) a
hipétese de MF era a Unica sugestdo diagnostica constante na requisicdo do
anatomopatoldgico.

Os demais casos listavam como hipotese, além da MF, particularmente eczema
crénico ou eczema de contato, mas tambem com frequéncia: psoriase, parapsoriase,
hanseniase, pitiriase alba, liquen plano, farmacodermia, xerose cutanea, entre outras. Dessas
considera-se como real dificuldade diagndstica do ponto de vista clinico, os quadros
eczematosos, a parapsoriase, certas apresentacdes clinicas da psoriase sob tratamento, a
ptiriase alba e como diferencial predominantemente histologico o liquen plano. Pela
frequéncia clinica e pela disponibilidade de nimero de bidpsias habitualmente disponiveis, as

mais importantes sdo 0s eczemas, a psoriase e o liquen plano.
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Eczema é doenca inflamatoria que se expressa de forma aguda a cronica, com patogénese
muitas vezes complexa segundo o subtipo de eczema considerado. No subtipo mais comum
da pratica clinica que é o0 eczema de contato, seja por irritagdo primaria ou por sensibilizagdo,
a lesdo pode se tornar crbnica, ser pouco responsiva a terapéutica com corticoesteroides
topicos e vir a apresentar aspecto de macula ou mesmo placa de coloracdo eritematosa de
diversas tonalidades, com descamacéo e prurido de intensidade variavel.

Nessas circunstancias o diagndstico clinico diferencial mais proximo,

particularmente para os eczemas recalcitrantes, passa a ser a micose fungoide. Portanto, na
pratica clinica lesbes suspeitas de eczema crénico com diferencial para micose fungoide, ou
vice-versa, constituem-se nos maiores desafios para correta definicdo diagnostica.
Dentre as alteracGes histopatoldgicas das doengas do grupo eczema estdo a espongiose
epidérmica e exocitose de linfécitos caracteristicas de dermatite espongiética. A dermatite
espongidtica tradicionalmente é subclassificada em aguda, na qual ha formacéo de vesiculas
e bolhas, que podem simular microabscessos de Pautrier; a forma subaguda, caracterizada
pela hiperplasia epidérmica, com diferentes graus de acantose podendo ter padrdo
psoriasiforme e com frequéncia apresenta vesiculas e na forma crbnica nota-se na epiderme
hiperplasia psoriasiforme, hiperqueratose, hipergranulosa e reducdo da espongiose e, fibrose
na derme papilar.

Psoriase é enfermidade inflamatéria cronica da pele e também das articulagdes, de
base genética, imunomediada e com grande variabilidade de expressdo clinica. E altamente
prevalente, acometendo individuos de ambos os sexos particularmente acima dos 30 anos de
idade. Na sua manifestacdo mais comum o paciente apresenta lesdes em placa de coloragéo
eritematosa com tonalidade do eritema vivo a cor salmdo com descamacdo aderidas tipo
micacea.

Quando em tratamento topico ou sistémico as lesGes reduzem sua atividade
inflamatoria e a lesdo pode assumir o aspecto de méacula, reduzir o componente inflamatorio
e, portanto, reduzir a intensidade do eritema e perder parte da descamacdo. Nessas
circunstancias a aparéncia clinica pode simular lesdes iniciais da MF e se a histdria clinica ou
mesmo o exame clinico forem menos detalhados o paciente pode ser submetido a biopsia
com diversas hipoteses entre elas a micose fungoide. Circunstancia adicional de paciente
submetido a biopsia com diversas hipéteses listadas, incluindo a micose fungoide, é o
paciente com formas eritrodérmicas da psoriase em fase de esclarecimento diagndstico.

Linquen plano é enfermidade de curso cronico, de etiologia mal definida, com

diversos subtipos clinicos, de maior incidéncia entre os 30 e 60 anos de idade e que, com
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frequéncia, necessita do exame anatomopatolégico para confirmagdo diagndstica. Na sua
apresentacdo cléssica, caracterizada pela presenca de papulas poligonais e exibindo o
fendmeno de Koébner o liquen plano ndo apresenta dificuldades clinicas maiores para o
diagndstico. No entanto, formas clinicas menos comuns, como o liquen plano actinico,
atrofico, hipertréfico, ou anular, e ainda quando parcialmente tratado por corticoesteroides
topicos, impdem dificuldades para o preciso diagnostico clinico e, em certos casos, também
histopatologico.

Cerroni et al (2005), descreveram alteragdes focais como degeneracdo vacuolar dos
queratindcitos basais em 59% dos casos de MF em fases clinicas iniciais e em 4% uma
degeneracdo vacuolar extensa na juncdo dermoepidérmica, simulando dermatite de interface.
Por essas caracteristicas é em certos casos listado como diferencial clinico para MF e a
mesma dificuldade pode ocorrer quanto a definicdo anatomopatoldgica.

2.7 Aspectos Anatomopatol 6gicos

A histopatologia da MF depende do estadio em que € realizada a bidpsia, e, quando
esta é realizada em estadios iniciais (manchas e placas), os achados microscopicos sdo
diversas vezes inespecificos e se sobrepdem ao de outras doencas inflamatdrias ou ndo
neopléasicas (Nashan et al., 2007, Liu & Baum, 2011). Alem disso, o tratamento clinico
nessas fases pode ter sido empirico com o uso de corticoesteroides topicos, sendo necessario
a descontinuidade do tratamento cerca de 2 a 4 semanas antes da realizacdo da bidpsia, pois,
sob corticoterapia, os achados histolégicos da MF podem ficar mais brandos, dificultando
ainda mais o diagnostico de certeza da MF (Pimpinelli et al., 2005).

No estadio de mancha ou méacula da MF, com a lesdo bem estabelecida do ponto de
vista clinico, observa-se infiltrado de linfécitos margeando a camada basal e um
epidermotropismo de células isoladas. A maioria dessas células sdo linfocitos pequenos e
diferenciados com ndcleos discretamente arredondados ou cerebriformes. Sanchez e
Ackermann (1979) descrevem a presenca de linfécitos isolados ou agrupados em pequenas
colecbes na epiderme na auséncia de espongiose, conhecido como epidermotropismo
desproporcional.

A epiderme pode apresentar acantose, hiperqueratose ou sinais de dano da camada
basal (incontinéncia pigmentar) e edema. Na derme pode observar-se proeminéncia de
vénulas pos-capilares e infiltrado contendo eosindfilos, plasmaocitos, macrofagos e células

dendriticas dérmicas e, a fibrose da derme papilar. A intensidade do infiltrado é variavel
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sendo crescente a medida que a lesdo evolui e se aproxima do aspecto clinico de lesdo em
placa (Pimpinelli et al., 2005, Elder et al., 2009).

Na forma clinica em placa bem constituida, o aspecto anatomopatoldgico é de
epiderme com certo grau de acantose, de padrdo psoriasiforme, com espongiose rara ou
ausente. O infiltrado de linfocitos com nucleos cerebriformes é denso, subepidérmico, por
vezes em faixa. O epidermotropismo é mais proeminente e 0 microabscesso de Pautrier é
encontrado em um terco dos casos (Pimpinelli et al., 2005, Elder et al., 2009). O infiltrado
dérmico apresenta maior nimero de células atipicas, com nucleos irregulares e cerebriformes.
Observa-se também a presenca de linfocitos e plasmacitos no infiltrado dérmico (Elder et al.,
2009).

Cerroni et al (2005) apresentaram a maior casuistica até 0 momento, de 427 pacientes
com lesdes de MF em fases iniciais e observaram epidermotropismo em 96% dos casos e 0S
microabscessos de Pautrier em apenas 19%. No nosso grupo de estudo em micose fungoide
(Yamashita, 2011), constatamos 0 microabscesso de Pautrier em 85% dos casos,
demonstrando ser um critério de alta sensibilidade em nossa populacdo, bem como o
epidermotropismo desproporcional que demonstrou significancia estatistica, sendo observado
em 70% dos pacientes com diagndstico definitivo de MF.

Yamashita (2011), refere como critérios histologicos de alta especificidade para o
diagndstico de MF em fases clinicas iniciais o epidermotropismo desproporcional, atipias
linfocitarias, tanto de tamanho das células epidérmicas em relacdo as dérmicas, quanto a
irregularidade na carioteca, alinhamento de linfocitos e os microabscessos de Pautrier. Por
outro lado, a hiperqueratose, hiperplasia epidérmica e fibrose da derme papilar foram
interpretadas como sinais indiretos de cronicidade da lesdo.

O estadio tumoral caracteriza-se por um infiltrado difuso e denso de linfocitos
cerebriformes de médio a grande tamanho com perda do epidermotropismo. H& uma
diminui¢do concomitante do nimero de linfécitos T reativos e das células dendriticas. Nessa
fase pode ocorrer a transformacdo para linfoma T de grandes células CD30+ ou CD30-
(Willemze & Dreyling, 2009, Elder et al., 2009).

Embora o linfoma anaplasico de grandes células CD30+ primario, tenha com
frequéncia, uma boa evolucdo, os linfomas CD30+ secundarios associados a MF apresentam
um prognostico reservado com sobrevida média de 11 a 36 meses (Keehn et al., 2007,
Cerroni et al., 1992, Vergier et al, 2000).
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2.8 Aspectos | munoistoquimicos e Molecular es

As células tumorais da MF sdo caracterizadas como linfécitos T periféricos
epidermotropicos, cujo fendtipo é CD2*, CD3*, CD4*, CD5*, CD8 CD20" e CD30.
Raramente s3o observados casos CD4" e CD8* (Sampaio & Rivitti, 2007, Magro & Dyrsen,
2008).

A avaliacdo da propor¢do CD4/CD8 nos linfdcitos T constitui um ponto de referéncia
para ampliar a investigacdo diagnoéstica, pois, embora tenha baixa sensibilidade, apresenta
alta especificidade (Sampaio & Rivitti, 2007, Magro & Dyrsen, 2008).

A perda da expressdo do CD7 pode ser observada mesmo nas fases iniciais da doenca.
No entanto, a negatividade para CD7 isolada, ndo é critério suficiente para o diagnostico,
podendo ser demonstrada em dermatoses inflamatdrias (Glusac, 2001). Com raras excegdes,
tanto o Ki-67 quanto o CD 30, tendem a negatividade nas fases iniciais de MF (Magro &
Dyrsen, 2008, Edinger et al., 2009).

O antigeno especifico para o tropismo cutaneo de linfocitos (cutaneous leucocyte-
associated antigen receptor — CLA), reconhecido pelo anticorpo HECA-452 é expresso na
maioria dos casos de MF, em linfomas e discrasias de células T (Magro & Dyrsen, 2008).

O CLA é também expresso em Vvarios tipos de dermatoses inflamatdrias exceto no
lupus eritematoso. A perda da expressdo do CLA pode ser indicativa da progressédo do
linfoma T para uma fase mais agressiva, por exemplo, transformacdo para linfoma CD30+
(Sampaio & Rivitti, 2007, Magro & Dyrsen, 2008).

Os estudos imunoistoquimicos procuram demonstrar a perda de antigenos proprios
das células T nos linfécitos da epiderme, embora esse achado isolado néo seja especifico. Por
exemplo, a expressdo diminuida ou perda de expressdo de CD2 ou CD5 tem sido considerada
de valor para o diagndstico, porém, sua sensibilidade é baixa (Sampaio & Rivitti, 2007,
Magro & Dyrsen, 2008).

A completa avaliacdo da expressdo dos antigenos T pode fornecer informagdes que
corroborem com o diagnostico, mas ainda assim a sensibilidade continua baixa (Sampaio &
Rivitti, 2007, Magro & Dyrsen, 2008). Por outro lado, o estudo da clonalidade, associado a
imunoistoquimica oferece alta especificidade diagnostica, especialmente quando ha perda
isolada da expressdo do CD7 (Sampaio & Rivitti, 2007, Elder et al., 2009).

A perda de expressdo das citocinas Thl como INF-3 e IL-2, em comparagdo ao
aumento nos nives de IL-4, IL-5 e IL-10 que sdo citocinas Th2, nos pacientes com MF reflete

a progressiva perda da capacidade imune dos mesmos e esta diretamente relacionada a
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gravidade da doenca (Beyer et al., 2011). Essa é uma provavel explicacdo para as alteracdes
nos genes de expressdo das citocinas durante a progressdo da doenga, na medida em que as
células T malignas se proliferam e predominam durante a evolucdo clinica do estadio 1 ao 1V.

O TCR ¢ formado por duas cadeias peptidicas que durante a maturacdo dos linfocitos
T recombinam-se resultando em uma variabilidade de expressdes de linfécitos T. Cerca de
95% dos linfocitos T circulantes sdo compostos por TCR formados pelas cadeias a e B, os
demais sao formados por cadeias vy, d e suas recombinagdes.

O método diagnostico de biologia molecular mais empregado na deteccdo de
linfocitos T monoclonais € a andlise do rearranjo génico do TCR, que pode ser realizado
atraveés dos métodos de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou Southern blot. Porém,
alguns estudos demonstraram que apenas 53% dos casos de MF em fases iniciais
apresentaram populacao de linfécitos T monoclonais (Boehncke et al., 1992, Bergman, 1992,
Bachelez et al., 1995, Curco et al., 1997, Ashton-Key et al.,1997, Bergman et al., 1998,
Massone et al., 2005). Outro inconveniente € que varias dermatites também podem ter
expansdo monoclonal de células T (Keehn et al., 2007, Solomon & Magro, 2008)

As observacdes acima tém levado especialistas a discussdo quanto as dificuldades
diagndsticas das lesGes iniciais de MF e proposto algoritmos que incluam a histopatologia,
imunoistoquimica e técnicas de biologia molecular para melhorar a acuracia diagndstica
(Santucci et al., 2000, Guitart et al., 2001, Pimpinelli et al., 2005, Ferrara et al., 2008,
Furmanczyk et al., 2010).

Guitart et al (2001) realizaram um estudo sobre a acurdcia diagndstica entre
patologistas antes e ap6s o treinamento dos critérios morfologicos principais para o
diagndstico de MF em fases iniciais a serem avaliados no pequeno, médio e grande aumento.
Propondo um sistema de escores cujos diagnosticos finais variaram de dermatite perivascular
ou interface, infiltrado linfoide atipico ndo excluindo MF, infiltrado linfoide atipico suspeito
para MF e diagndstico definitivo de MF. Demonstrando que é possivel a melhora dessa
acuracia diagnéstica, o que tem impacto na sobrevida dos pacientes caso seja feito um

diagnostico precoce.
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3MATERIAISE METODOS

Foram estudadas as biopsias de casos com diagndstico confirmado de MF classica nas
fases clinicas iniciais (maculas e placas), psoriase vulgar, dermatite eczematosa e liquen
plano do servico de Dermatologia e de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu —
Universidade Estadual Paulista (UNESP) observados no periodo de 1999 a 2014.

Os casos confirmados de MF no periodo de 1999 a 2014, foram reavaliados com
revisao das laminas coradas pela hematoxilina & eosina (HE) por dois patologistas gerais e
um dermatologista com experiéncia em dermatopatologia. Esses casos foram designados de
grupo 1. Cortes histolégicos dos casos com diagnosticos firmado foram imunomarcados pelo
FOXP3.

Os casos de dermatoses inflamatdrias constantes do arquivo do Servico de Patologia e
com diagndstico firmado como: psoriase, eczema e liquen plano foram designados como
grupo 2 e tiveram igualmente suas laminas revisadas pelos mesmos patologistas gerais e um
dermatologista com experiéncia em dermatopatologia. Cortes histolégicos dos casos com

diagnosticos firmado foram imunomarcados.

Imunomar cacao: Utilizou-se o marcador monoclonal anti-FOXP3 clone 236A/E7
em todos os casos confirmados de MF e nos casos previamente selecionados dos principais
diagndsticos diferenciais. No grupo 1 foi realizado os marcadores para linfécitos T — CD3,
CD4 e CD8, para linfocitos B — CD20, e 0 CD30 (Anexo 1). No grupo 2 realizou-se 0s
marcadores CD3, CD4, CD8 e CD20 utilizando-se a técnica de arranjo em matriz de
amostras teciduais (TMA) (Anexo 2).

O TMA trata-se da construcdo de um bloco de parafina contendo fragmentos
cilindricos de amostras teciduais de interesse obtidos a partir de dezenas ou centenas de
blocos de parafina originais (Andrade et al, 2007). Foi construido um bloco receptor
contendo duas amostras de 1,0mm cada, referentes a cada bloco original, obtivemos ao final

do processo um bloco contendo 68 amostras (Figura 1).
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Figura 1 - Técnica de arranjo em matriz de amostras teciduais (TMA): bloco receptor contendo 68
amostras correspondentes a 34 casos

Fonte: o autor

O marcador imunoistoquimico FOXP3 foi graduado quanto a proporcdo de células
que foram imunomarcadas de cada caso: escore 0 = 0 a 5% de positividade, escore 1+=
positivo em >5 a 25%, escore 2+ = positivo em >25 a 50%, escore 3+= positivo em > 50 a
75% e escore 4+ = >75% de positividade. A imunomarcacdo das células da epiderme foi
contada em separado da imunomarcacao das células da derme. Apds a comparacdo entre 0s
graus de positividade entre os grupos 1 e 2 realizou-se estudo estatistico.

Para melhor avaliacdo estatistica ap6s a analise individualizada de um caso por
paciente das doencas de interesse, 0s grupos 1 e 2 foram organizados de acordo com o0s

escores de imumoistoquimica 0 a 2+ e de 3 a 4+.

Tamanho da amostra: A amostragem alvo da pesquisa é composta por laminas de
pacientes diagnosticados comprovadamente como portadores de MF no periodo de 1999 e
2014. A amostragem comparativa é constituida por laminas de casos comprovados de
psoriase, eczema e liquen plano que constem no arquivo de laminas do Servico de Patologia e
diagnosticados no mesmo periodo acima citado.

N&o existem estudos brasileiros que definam claramente a prevaléncia das condicdes
acima em nosso pais. Para o calculo da amostra, assumindo que foram aplicados testes

bicaudais para a diferenca de médias entre amostras independentes, assumido um erro padrao



33

de 20% (1 - B = poder de 80%), com um o de 5% (IC 95%), e uma prevaléncia estimada de
1%, a amostra foi de 30 pacientes no grupo 1 e de 34 no grupo 2.

A amostragem € constituida de cortes histoldgicos de casos previamente
diagnosticados e arquivados no Departamento de Patologia, e cujo reestudo ndo implicara em

mudangas no acompanhamento a que 0s mesmos estdo sendo submetidos na rotina.

6 ANALISE ESTATISTICA

Foi feita analise descritiva dos dados e Teste de Qui-quadrado ou de Fisher a
depender da necessidade para estudar a associacdo entre 0s critérios de coloracdo do
imunomarcador FOXP3 e os diagndsticos do grupo de casos e do grupo controle. Dentro do
grupo de casos foi avaliado a associa¢do da expressao do imunomarcador FOXP3 com MF na
fase tumoral. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes quando p<
0,05.

Todos os calculos foram analisados no programa IBM SPSS, verséo 20.

7RESULTADOS

REFERENTE A COLETA DE DADOS

Foram estudadas 77 bidpsias no total, que correspondiam a 64 pacientes seguidos no
Servico de Dermatologia da FMB e que deram entrada no Servico de Patologia da FMB com
diagnosticos clinicos e anatomopatolédgicos definidos em MF, psoriase vulgar, dermatite
eczematose e liquen plano.

Foi realizada a avaliacdo histolégica e imunoistoquimica dessas bidpsias, com base

nos parametros previamente definidos para o estudo.

DESCRICAO DA AMOSTRA DO GRUPO 1 - CASOS

Foram selecionados 43 biopsias cujo diagndstico anatomopatoldgico final foi de MF,
correspondendo a 30 pacientes (Figura 2), sendo que 13 deles foram rebiopsiados de uma a
cinco vezes durante o periodo analisado, o que corresponde a uma mediana de trés bidpsias

realizadas por paciente e a média de 3,2 (Tabela 1).
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Figura 2 - 1)Mécula eritémato-descamativa de limites imprecisos, formato irregular localizada no
tronco. 2)Macula eritémato-hipocromica com superficie de aspecto atréfico, de limites nitidos e
macula de menor diametro, erittmato-acastanhadas também de aspecto atrofico, localizadas no dorso.
3)Mécula de grande didametro, eritémato-viol&cea discretamente descamativa, de grande didmetro,
localizada no flanco. 4)Macula hipocrémica e atrofica com descamacdo superficial localizada no
torax.

Fonte: o autor

Tabela 1 - NUmero de bidpsias realizadas para o diagndstico de
certeza de micose fungoide

Sequéncia de biopsias

N° biépsias o

realizadas N°casos %

1 8 18,6
2 7 32,6
3 4 27,9
4 1 9,3
5 1 11,6
Total 43 100,0

Fonte: o autor (2015).

A idade média dos pacientes do grupo 1 foi de 55 anos, sendo a idade minima de 18

anos e a maxima de 84 anos.
DESCRI(;AO DA AMOSTRA DO GRUPO 2 - CONTROLES
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Foram selecionados 34 bidpsias cujos diagndsticos anatomopatoldgicos finais foram
psoriase, dermatite subaguda espongidtica e liquen plano. A populagéo ficou subdividida da
seguinte forma: 12 casos de psoriase, 12 de dermatite subaguda espongiética e 10 de liquen
plano.

A idade média dos pacientes com diagndstico de psoriase foi de 46 anos, sendo a
idade minima de 8 anos e a maxima de 76 anos. A idade média dos pacientes com
diagndstico de dermatite subaguda espongidtica foi de 42 anos, sendo a idade minima de 17
anos e a maxima de 76 anos. A idade media dos pacientes com diagndstico de liquen plano

foi de 40 anos, sendo a idade minima de 22 anos e a maxima de 56 anos.

ESTUDO IMUNOISTOQUIMICOS DOS GRUPOS 1 E 2

Ao analisar os achados imunoistoquimicos realizados no grupo 1, verificou-se que em
todos os casos houve uma positividade predominante do CD3 tanto epidérmico quanto
dérmico, principalmente nas células com positividade para o0 CD4, em detrimento da minima
ou ausente expressdo do marcador de linfocito B, CD20, o que comprova a presenca de
células T com tropismo para epiderme.

No grupo 2, houve predominio da positividade do CD3 sobre o CD20 tanto
epidérmico quanto dérmico. A populacéo de linfécitos T CD4+ e CD8+ foi praticamente a
mesma.

O escore para o imunomarcador FOXP3 foi graduado quanto a proporcdo de células T
CD4+ que foram imunomarcadas de cada caso da seguinte maneira escore 0 = 0 a 5% de
positividade, escore 1+= positivo em mais que 5 a 25%, escore 2+ = positivo acima de 25 a
50%, escore 3+= positivo em mais que 50 a 75% e escore 4+ = acima de 75% de positividade

(Figura 3 e Figura 4).
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Figura 3 - Sistema de escores para positividade da expressdo do FOXP3 nos linfdcitos intraepiteliais
nos casos de micose fungoide; A)Escore 0 = 0 a 5%; B)escore 1+ = >5 a 25%; C)Escore 2+ = >25a
50%; D)Escore 3+= > 50 a 75%; E)Escore 4+ = >75%.IHQ, técnica da ABC, 400X
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Fonte: o autor

Figura 4 - Sistema de escores para positividade da expressdo do FOXP3 nos linfécitos dérmicos nos
casos de micose fungoide; A)Escore 0 =0 a 5%; B)Escore 1+ = >5 a 25%; C)Escore 2+ = >25 a 50%;
D)Escore 3+=> 50 a 75%. IHQ, técnica da ABC, 400X
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Fonte: o autor

Foi selecionada para a avaliagdo imunoistoquimica uma bidpsia por paciente com 0s
diagndsticos de MF, dermatite subaguda espongiotica, psoriase e liquen plano. Inicialmente a

andlise estatistica resultou significativa quanto as diferencas de escore da positividade do
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FOXP3 entre o grupo 1 e 0 grupo 2, tanto na epiderme (p<0,001) quanto na derme (p=0,007),
porém ainda sem distingdo entre quais entidades estava essa diferenca estatistica (Tabela 2).
O escore médio no grupo 1 foi de 1,23 e no grupo 2 foi de 2,41 na epiderme e 0 escore médio
do FOXP3 na derme foi de 0,83 no grupo 1 e de 1,15 no grupo 2 (Tabela 3).

Tabela 2 - Escore de FOXP3 segundo casos e por dermatose inflamatéria
Epider me escore FOXP3 Derme escore FOXP3

N°casos % N°casos %
0 11 36.7 12 40.0
1+ 7 23.3 13 43.3
2+ 9 30.0 3 10.0
MF 3+ 0 0.0 2 6.7
4+ 3 10.0 0 0.0
Total 30 100.0 30 100.0
0 0 0.0 3 25.0
1+ 5 41.7 6 50.0
2+ 3 25.0 3 25.0
DSE 3+ 2 16.7 0 0.0
4+ 2 16.7 0 0.0
Total 12 100.0 12 100.0
0 0 0.0 0 0.0
1+ 0 0.0 3 30.0
Lp 2+ 1 10.0 3 30.0
3+ 1 10.0 4 40.0
4+ 8 80.0 0 0.0
Total 10 100.0 10 100.0
0 5 41.7 6 50.0
1+ 1 8.3 6 50.0
P 2+ 2 16.7 0 0.0
3+ 1 8.3 0 0.0
4+ 3 25.0 0 0.0
Total 12 100.0 12 100.0
Pearson Chi-Square 0.000 0.007

Utilizando classificacdo agrupada

Legenda: MF= micose fungoide, DSE= dermatite subaguda espongiética, LP= liquen plano e P=
psoriase. Escore 0 = 0 a 5%, escore 1+ = >5 a 25%, escore 2+ = >25 a 50%, escore 3+=> 50 a 75%
e escore 4+ =>75%

Fonte: o autor (2015).



Tabela 3 - Escores do FOXP3 separadas em casos e controles
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Diagnéstico Epiderme escore Derme escore
FOXP3 FOXP3

Contagem 30 30
Média 1.23 0.83

ME Desvio Padréao 1.251 0.874
Minimo 0 0
Mediana 1 1
Maximo 4 3
Contagem 34 34
Média 241 1.15

Controle De;yio Padrdo 1.520 0.958
Minimo 0 0
Mediana 2.5 1
Maximo 4 3

Legenda: MF = micose fungoide, Controles = dermatite subaguda espongi6tica, liquen plano e
psoriase. O N°casos correspondende a coluna idade remete a quantidade de pacientes com diferentes
idades e nas demais colunas a quantidade total de casos.

Fonte: o autor (2015).

Para a adequacéo da analise estatistica os escores foram reagrupados nos intervalos de

0 a 2+ e de 3 a 4+, ou seja, a positividade do FOXP3 em até 50% dos linfocitos T analisados
e aqueles que foram positivos em mais de 50% desses linfocitos.

Dos 30 pacientes que compdem o grupo 1, 27 (90%) tiveram escore epidérmico de 0 a
2+ e 28 (93,3%) escore dérmico entre 0 a 2+. No grupo 2, os resultados obtidos nos pacientes
com dermatite subaguda espongiotica foram semelhantes aos pacientes com psoriase, sendo
que 66,7% apresentaram escore epidérmico de 0 a 2+ e todos os pacientes com dermatite

subaguda espongidtica e psoriase apresentaram o escore de 0 a 2+ na derme (Tabela 4).

Tabela 4 - Escore agrupado por intensidade de imunomarcacdo FOXP3 segundo casos e
dermatoses inflamatdrias

Epider me escore! Derme escor e!
N°casos % N°casos %
0 até 2+ 27 90.0 28 93.3
MF 3e4+ 3 10.0 2 6.7
Total 30 100.0 30 100.0
0 até 2+ 8 66.7 12 100.0
DSE 3e4+ 4 33.3 0 0.0
Total 12 100.0 0 0.0
0 até 2+ 1 10.0 6 60.0
LP 3e4+ 9 90.0 4 40.0
Total 10 100.0 10 100.0
0 até 2+ 8 66.7 12 100.0
P 3e4+ 4 33.3 0 0.0
Total 12 100.0 0 0.0
Pearson Chi-Square 0.000 0.004

Utilizando classificagdo agrupada
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Legenda: MF= micose fungoide, DSE= dermatite subaguda espongidtica, LP= liquen plano e P=
psoriase. Positividade do FOXP3 epidérmico e dérmico. Escore 0 até 2+ = 0 a 50%, escore 3 e 4+ =
>50% e >75%.

Fonte: o autor (2015).

Porém apenas 1 (10%) dos pacientes com liquen plano tiveram o escore do FOXP3+
de 0 a 2+ na epiderme e 9 (90%) tiveram escore de 3 a 4+. Na derme esses pacientes
apresentaram escore 0 a 2+ em 6 (60%) biopsias e escore 3 a 4+ em 4 (40%) das biopsias
avaliadas (Tabela 4).

Apo6s o0 agrupamento de todas as dermatoses no grupo 2, composta por 34 amostras,
obtivemos os seguintes resultados comparativos de escore epidérmico do FOXP3 de 0 a 2+
em 17 (50%) bidpsias e 17 (50%) com escore 3 a 4+. O escore epidérmico foi mais
heterogéneo entre o grupo das dermatoses, sendo que 33,3% dos casos de dermatite subaguda
espongidtica e psoriase tiveram um escore de 3 a 4+.

No escore dérmico 30 (88,2%) bidpsias do grupo controle foi classificada de 0 a 2+ e
4 (11,8%) tiveram escore 3 ou 4+, ressaltando que essas 4 (11,8%) bidpsias que foram

FOXP3+ em mais de 50% das células T dérmicas eram de liquen plano (Tabela 5).

Tabela 5 - Escore agrupado por intensidade de imunomarcagdo FOXP3 segundo casos e controles

Epider me escore! Derme escor el

N°casos % N°casos %
0 até 2+ 27 90.0 28 93.3

MF 3ed+ 3 10.0 2 6.7
Total 30 100.0 30 100.0
0 até 2+ 17 50.0 30 88.2
Controle 3ed+ 17 50.0 4 11.8
Total 34 100.0 34 100.0
Pearson Chi-Square 0.000 Fisher'sExact Test 0.674

Utilizando classificacdo agrupada

Legenda: MF= micose fungoide, Controles= dermatite subaguda espongiotica, liquen plano e
psoriase. Positividade do FOXP3 epidérmico e dérmico. Escore 0 até 2+ = 0 a 50%, escore 3 e 4+ =
>50% e >75%.
Fonte: o autor (2015).

Dessa forma apds a anélise reagrupada do grupo 1 em relacdo ao grupo 2 apenas o
escore epidérmico do FOXP3 foi estatisticamente significante, no qual a positividade do
FOXP3 foi menor no grupo 1 que no grupo 2 (p<0,001) (Tabela 5).

Dentre os pacientes do grupo 1, cinco casos (16%) evoluiram para fase de MF forma
tumoral, sendo dois casos CD30+ apds 5 e 9 anos do inicio do surgimento das lesdes

cutaneas, dois casos CD30- ap6s evolucdo de 1 e 2 anos e um caso teve transformacao para
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linfoma de grandes células CD30+ apds 10 anos do aparecimento das placas eritémato-
descamativas.

O estudo da imunomarcacdo do FOXP3 nos casos da fase tumoral de MF resultou na
epiderme nos escores de 0 a 2+ em 3 (60%) bidpsias e, 3 e 4+ em 2 (40%), e na derme 5
(100%) resultaram no escore de 0 a 2+. Os resultados ndo foram estatisticamente
significantes quando comparada aos casos de MF em fase clinica inicial, provavelmente

devido a escassez de casos de MF na fase tumoral (Tabela 6).

Tabela 6 - Escore do FOXP3 nos casos de micose fungoide em fase clinica inicial e em fase tumoral
segundo grupos de escore

Epider me escore! Derme escor el
Fase tumoral* N°casos % N°casos %
0 até 2+ 23 92.0 23 92.0
Nao 3e4+ 2 8.0 2 8.0
Total 25 100.0 25 100.0
0 até 2+ 3 60.0 5 100.0
Sim 3ed+ 2 40.0 0 0.0
Total 5 100.0 5 100.0
Fisher's Exact Fisher's Exact 1
Test 0.119 Test

*Cada paciente teve uma Unica amostra incluida na analise, sendo prefererida a amostra de fase
tumoral ea primeira bidpsia com diagnostico de micose fungoide. Utilizando classificacéo
agrupada

Legenda: Positividade do FOXP3 epidérmico e dérmico. Escore 0 até 2+ = 0 a 50%, escore 3 e 4+
=>50% e >75%.

Fonte: o autor (2015).

8 DISCUSSAO

A selecdo dos casos foi feita de forma retrospectiva dos pacientes acompanhados nos
ambulatorios de dermatologia, 0 que submete o pesquisador a variabilidade na quantidade e
qualidade dos informes, pois diferentes médicos sdo os que avaliam os pacientes durante o
periodo considerado para o estudo; por vezes ha auséncia de informacéo se as biopsias foram
realizadas na vigéncia de tratamento ou apos periodo de interrupgdo dos tratamentos topicos
ou sistémicos em uso ou a perda de seguimento de pacientes.

Como o material coletado para o estudo eram dos blocos de bidpsias arquivadas no
departamento de patologia, utilizou-se a primeira bidpsia com o diagndstico definitivo ou a
mais representativa para a realizacdo das reacfes de imunoistoquimica. A maior parte das
bidpsias foram incisionais, isto €, na forma de “punch” de 0,3 a 0,5cm uma vez que eram

para confirmar ou elucidar o diagndstico clinico.
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Nas biopsias coletadas do grupo 2 realizou-se a técnica de TMA para 0s marcadores
de linfocitos T e B, que ndo sdo utilizados na rotina para o diagnéstico das dermatoses, o0 que
foi de grande valia para a otimizag8o dos custos e tempo de analise dessas amostras. Tivemos
uma perda que variou de 15 a 30% do material, que pode ser explicada pela pouca préatica
técnica na construcdo do bloco ou na realizacdo dos cortes do bloco de parafina, uma vez que
¢ uma técnica pouco utilizada pelo nosso laboratério e requer certa experiéncia para a
realizacdo do mesmo. Porém, hd uma perda de material para analise intrinseca ao método,
sendo considerado como bom uma perda até 20% dos fragmentos (Hoos et al, 2001).

A populacdo selecionada para os grupos 1 e 2 foram escolhidos dentro de um mesmo
publico alvo dentre os pacientes que sdo atendidos no ambulatério de dermatologia. As
medias de idades variaram de 40 a 55 anos de idade permitindo um melhor pareamento para
comparagao das caracteristicas histopatoldgicas da pele.

A quantidade de linfocitos T epidermotrépicos foram diferentes nos grupos 1 e 2,
porém a quantificacdo dos escores de FOXP3 baseou-se na contagem proporcional a
populacédo de linfocitos T CD4+ de cada bidpsia.

O periodo analisado foi de 15 anos, o que possibilitou visualizarmos a evolugdo de
alguns casos de MF que deram entrada na fase clinica inicial e no decorrer de um a 9 anos de
acompanhamento houve a transformacéo de 4 (13,3%) casos para MF em fase tumoral e um
caso evoluiu ap6s 10 anos para linfoma de grandes células.

A clinica e a histologia podem ser inespecificas nas lesfes iniciais de MF e, em
média, levam de quatro a seis anos de evolugdo, sem que o diagnostico de certeza possa ser
estabelecido (Reddy & Bhawan, 2007). Dos 30 pacientes estudados, 13 (43,3%) foram
rebiopsiados de uma a cinco vezes até que o diagndstico definitivo fosse firmado. O que
confirma a importancia do acompanhamento clinico e a necessidade diversas vezes da
realizacdo de maultiplas biopsias para que se tenha um diagnostico mais preciso.

Conforme Fujimura et al., (2008) constatamos que as células da epiderme contem
uma porcentagem maior de FOXP3+ do que a derme. Porém nossos resultados diferiram
quando consideramos a quantidade de FOXP3+ no infiltrado epidérmico e dérmico de cada
uma das patologias analisadas.

Uma possivel explicacdo para essa diferenca, que também foi aventada por outro
grupo de estudo (Wada et al., 2010) foi a escolha do anticorpo FOXP3. Utilizamos o
marcador monoclonal anti-FOXP3 clone 236A/E7 de camundongo como os estudos de
Solomonn & Magro (2008) e Wada et al., (2010), enquanto que Fujimura et al., (2008)

utilizaram o anticorpo anti-FOXP3 de coelho, cujo clone néo foi especificado.
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Os parametros dos pacientes que compdem o grupo 1 apresentaram em 90% dos casos
positividade do FOXP3 entre 0 a 50% do infiltrado linfocitario epidermotrépico (Figura 5).
No grupo 2, os resultados obtidos nos pacientes com DSE e psoriase, demonstraram essa
positividade em 66,7% dos casos (Figura 6 e Figura 7).

Figura 5 - Micose fungoide; A)Epidermotropismo com linfécitos alinhados na porcdo basal.
HE, 100X; B)Epidermotropismo com linfécitos alinhados na por¢do basalcom auséncia de expressao
do FOXP3. IHQ, técnica da ABC, 100X; C)Microabscesso de Pautrier na epiderme. HE, 400X;
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Fonte: o autor

Figura 6 — A)Dermatite subaguda espongiética com vesiculas e células inflamatérias. HE,
200X; B)Dermatite subaguda espongidética e auséncia de marcacao para o FOXP3 (escore 0). IHQ,
técnica da ABC, 200X
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Figura 7 — A)Psoriase vulgar: infiltrado linfohistiocitario em derme papilar com exocitose de células
inflamatdrias para a epiderme. HE, 200X; B)Psoriase vulgar com expressao do FOXP3 em linfdcitos
intraepidérmicos (escore 3) e em derme papilar (escore
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Fonte: o autor

Porém apenas 10% dos pacientes com LP tiveram FOXP3+ na epiderme com escore
de 0 a 50% das células, e 90% tiveram positividade para 0 FOXP3 em mais de 50% do
infiltrado linfocitario intraepidérmico (Figura 8). Fato esse interessante, uma vez que o LP
faz parte do grupo controle como dermatose inflamatéria, sendo possivel diagndstico
diferencial para a MF em fase clinica inicial e tenha se comportado de maneira distinta das

outras dermatoses do grupo 2.

Figura 8 — A)Liquen plano com infiltrado linfohistiocitéario liquenoide. HE, 200X; B)Liquen plano
com intensa expressdao do FOXP3 em linfécitos da porgdo basal da epiderme (escore 4) e derme
papilar (escore 3). IHQ, técnica da ABC, 200X
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Fonte: o autor

Relativo a porcentagem do FOXP3+ na derme observamos um predominio do escore
de 0 a 25% em todos 0s grupos.

Por conseguinte, apos a analise conjunta do grupo 1 em relagdo ao grupo 2 apenas 0
escore epidérmico do FOXP3 foi estatisticamente significante (p<0,001), no qual o infiltrado
intraepidérmico de FOXP3+ foi menor no grupo 1 de MF que o encontrado no grupo 2 das
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dermatoses inflamatorias, concordando com os achados de Solomonn & Magro (2008) e
Wada et al., (2010).

Loser el al., (2006) descreveram a presenca do receptor ativador de NF-xp (RANK) e
seu ligante RANKL que €é expresso nos queratindcitos de doencas inflamatérias. A
superexpressdo de RANKL nos queratindcitos resulta das alteracfes funcionais das células
dendriticas epidérmicas e aumenta o nimero de células reguladoras CD4+CD25+, o que
embasa a presenca do FOXP3+ em maior proporcéo nas dermatoses inflamatorias do que na
MF.

A perda ou diminuicdo da expressdo do FOXP3 reflete uma anormalidade no gene
foxp3 capaz de desencadear doencas autoimunes devido a falha em gerar células Tregs
funcionantes, cuja diminuicdo dessas células Treg funcionantes na MF em relagdo as
dermatoses inflamatérias pode refletir numa permissividade do sistema imune quanto a
proliferacdo monoclonal de células T, possibilitando a transformacdo maligna (Solomon &
Magro, 2008). Enquanto que o aumento da expressdo do FOXP3 em células T podem
conferir um fendtipo de células Treg com atividade supressora (Wan et al., 2007, Bacchetta

et al., 2006, Yagi et al., 2004), que foi o constatado no grupo 2.

A maior parte das células FOXP3+ corresponderam ao infiltrado linfoide reativo das
lesbes e raras células T neoplésicas atipicas, concordando com os estudos de Solomon &
Magro, (2008) e Wada et al., (2010).

Gjerdrum et al., (2007) indicaram que a presenca de células Treg FOXP3+ nos
linfomas cutaneos de células T associava-se a um estadio mais precoce da doenga e num
aumento de sobrevida dos pacientes, inclusive nos casos de MF, a analise estatistica em
nosso estudo assim como no de Fried & Cerroni, (2012) ndo foi significativa entre a
diferenga de infiltrado do FOXP3+ na MF em fases clinicas iniciais e na fase tumoral, porém
nossa amostra da progressdo de MF para a fase tumoral foi de apenas 5 pacientes. Mas
constatamos que ha intensa reducdo ou auséncia de células Treg FOXP3+ nas fases tumorais
de MF (Figura 9).
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Figura 9 — Micose fungoide em fase tumoral; A)lInfiltrado linfocitario atipico estendendo-se a derme
reticular e auséncia da expressdao do FOXP3 (escore 0). IHQ, técnica da ABC, 50X; B)Auséncia do
FOXP3 nos linfécitos epidérmicos, IHQ, técnica da ABC, 400X; C)Auséncia da expressao do FOXP3
nos linfécitos dérmicos (escore 0). IHQ, técnica da ABC, 400X

- -
200 ur- - S0kr

-

Al
r

A\

Fonte: o autor

9 CONCLUSAO

As alteracbes histopatoldgicas para o diagnostico da micose fungoide nas fases
clinicas iniciais podem ser inespecificas e mimetizar dermatoses inflamatorias. Portanto, ha
necessidade de estreita correlacdo entre o quadro clinico e os critérios morfoldgicos.

Apo6s a avaliacdo retrospectiva de casos de micose fungoide em estadio | e Il
verificou-se que alguns pacientes em que a hipdtese persistiu, necessitaram de sequencia de
biopsias até a confirmacédo diagndstica.

Além das alteracdes morfoldgicas avaliadas na coloracdo de hematoxilina e eosina,
alguns casos necessitaram do perfil imunoistoquimico para que se obtivesse diagnostico de
certeza.

O anticorpo anti-FOXP3, cuja positividade esta associado a presenga de células T
reguladoras, que participam da modulacdo do sistema imunoldgico e estd diretamente
relacionado ao infiltrado linfocitario observado tanto nas dermatoses inflamatérias quanto na

micose fungoide foi o principal objeto da nossa pesquisa.
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Constatou-se significancia na reducdo na expressdo do FOXP3 intraepidérmico dos
casos de micose fungoide quando comparados ao infiltrado linfocitario FOXP3+
intraepidérmico dos casos de dermatite subaguda espongidtica, psoriase e liquen plano.

E, mesmo entre essas trés doencas inflamatorias, identificou-se positividade ainda
maior do FOXP3 nos linfdcitos intraepidérmicos do liquen plano.

Durante o periodo de quinze anos de acompanhamento dos pacientes com micose
fungoide em fase clinica inicial, apenas 16,6% evoluiram para a fase tumoral de micose
fungoide o que sugere bom prognostico inerente ao estadiamento quando do diagnostico e/ou
correto acompanhamento terapéutico.

Embora a anélise estatistica ndo tenha sido significativa quanto a imunomarcacéo do
FOXP3 entre 0 grupo de pacientes com micose fungoide comparadas aos pacientes que
evoluiram para a fase tumoral, observou-se importante redugéo na expressao do FOXP3 no
infiltrado linfocitario nos casos de micose fungoide na fase tumoral em relagédo aos estadios |
e ll.

Portanto, recomenda-se o0 uso do anticorpo anti-FOXP3 junto ao perfil de marcadores
imunoistoquimicos consagrados para o auxilio diagndstico da micose fungoide em fases
clinicas iniciais que fizerem diagndstico diferencial com o grupo eczema, psoriase e liquen

plano como auxiliar diagndstico.
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A reacdo imunoistoquimica foi realizada de acordo com o protocolo de

imunoperoxidase de tecido incluido em parafina conforme segue:

1- Desparafinizacdo e recuperacdo antigénica pelo calor PT LINK (DAKO) por 20

minuntos.

2- Procedimento da técnica automatizada (DAKO Autostainer Link 48): Blogueio da

peroxidase enddgena por 5 minutos; incubacdo do anticorpo primario por 30

minutos; incubacdo do anticorpo secundario Em Vision Flex por 20 minutos;

revelacdo pelo cromdgeno DAB por 5 minutos; contracoloracdo com hematoxilina

segundo Harris por 5 minutos.

3- Desidratacdo em 4 cubas com etanol absoluto e diafanizagdo em 3 cubas com xilol.

4- Por fim as laminas foram montadas com laminulas por meio de resina sintética

Permount (FISHER —SP 15-500).

ANTICORPOS UTILIZADOS NAS REACOES DE IMUNOISTOQUIMICA PELO METODO

DO COMPLEXO AVIDINA-BIOTINA-PEROXIDASE (ABC)

ANTICORPO | FABRICANTE |CLONE | DILUICAO

Anti-CD3 policlonal de coelho Dako Pronto para uso
Anti-CD4 monoclonal de coelho Dako SP35 Pronto para uso
Anti-CD8 monoclonal de camundongo Dako C8/144B Pronto para uso
Anti-CD20 monoclonal de camundongo Dako L26 Pronto para uso
Anti-CD30 monoclonal de camundongo Dako Ber-H2 Pronto para uso

Anti-FOXP3 monoclonal de camundongo ~ Abcam

236 A/E7

1:100

FONTE: o autor (2015)
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ANEXO I

Ténica do arranjo em matriz de amostras teciduais (TMA).

Tissue Arrayer Veridiam VTA-100

PROCEDIMENTO DE OPERACAO

1

Preparar uma planilha para identificacdo dos blocos doadores no bloco de TMA.
Essa planilha pode ser feita utilizando letras na vertical e nimeros na horizontal (a
quantidade depende de quantos cassetes existem no seu protocolo), dessa forma
cada bloco doador seré reconhecido por uma letra e um namero.

Antes de ir para o aparelho, é necessario que se tenha uma lamina de H.E. de cada
bloco organizados em uma bandeja.

Colocar o cassete plastico contendo o material a ser doado no suporte para bloco
doador (primeiro suporte). A alavanca do lado direito do suporte é levantada para
que o bloco possa ser inserido.

Definir a altura da agulha doadora utilizando o botdo giratorio, localizado em
cima do aparelho, enquanto cuidadosamente abaixa a agulha até que ela chegue a
altura do plastico do cassete. Definir esta altura adequadamente vai permitir que
a agulha perfure a parafina e pare antes de chegar ao cassete plastico

Colocar um cassete de plastico padrdo, contendo bloco de parafina branco (bloco
receptor), no suporte para bloco receptor (segundo suporte). A alavanca do lado
direito do suporte é levantada para o bloco possa ser inserido.

Destravar o palco, baixando a alavanca localizada na parte frontal inferior e no
centro do equipamento e deslizar até que o bloco receptor esteja sob a agulha de
doadores. Use o botdo de ajuste de altura no suporte do bloco receptor para
abaixar o bloco receptor. Trazer cuidadosamente a agulha doadora inferior, até
que esteja completamente abaixada, e, em seguida, levantar cuidadosamente o
bloco receptor girando o botéo localizado abaixo do suporte do bloco receptor. A
posicdo final adequada é alcancada quando a ponta da agulha de doador se situar
na superficie de topo do bloco receptor.

Deslize a fase para colocar o bloco receptor sob a agulha destinatario, colocar o
bloco receptor ligeiramente para o lado da agulha destinatario utilizando o botdo
giratério, localizado em cima do aparelho ajuste cuidadosamente a agulha do
destinatario para que ela pare um pouco acima do cassete de plastico.

Determinar o padrdo de grade desejado centralizar a agulha destinatario acima do
bloco receptor, e de acordo com o tamanho da agulha a ser utilizada, estabelecer a
posicdo Al. Para cada calibre de agulha, usar uma distancia entre o implante,
sendo que um clique corresponde a meia volta do botdo. Utilizamos a agulha de
1,0 mm = dois cliques.
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9- Pressionar para baixo sobre o porta-agulha destinatario, suavemente introduzir a
parafina, e continuam para a parte inferior do curso da agulha. Enquanto na parte
inferior, gire a alavanca azul de adquirir e desalojar o nicleo de parafina do bloco.
Permitir que a mola levante a agulha destinatario para o topo do seu curso. Em
seguida, remova o nucleo parafina da agulha, pressionando o émbolo localizado
na parte superior da porta-agulha. O nlcleo de parafina é ejetado para fora da
extremidade da agulha. Criou-se uma abertura, na posicdo Al, em que vocé vai
colocar o seu primeiro nucleo tecido do bloco doador. Obs: primeiro implante
(A1), serve de orientacdo da planilha, introduzir um tecido diferente dos demais e
dar uma distancia da margem de pelo menos 5 mm no bloco receptor para néo
fragilizar-lo.

10- Com o auxilio das manivelas localizadas abaixo do chariot (extremidade direita do
equipamento), posicionar a area de interesse do bloco doador no curso da agulha.

11-Pressione para baixo o suporte da agulha de doadores, suavemente entrar no
tecido, e continue até o final da viagem da agulha. Apos, gire a alavanca azul de
adquirir e desalojar o nacleo tecido do bloco. Permitir que a mola para levantar a
agulha destinatario para o topo do seu curso.
Obs: Se notar que a espessura da amostra que esta no bloco doador é fina, reduza
o0 alcance de profundidade da agulha e colha outra amostra do ponto de interesse,
introduzir um nacleo sobre o outro.

12- Mova o suporte do bloco do destinatario para posicionar a agulha doadora acima
posicdo Al. Pressionando o émbolo localizado na parte superior da porta-agulha,
ejetar o nlcleo do bloco doador no abertura, na posi¢do Al.

13- Registrar na planilha de orientacdo no campo Al a identificagdo do bloco
doador.

14- Em seguida, mova o suporte do bloco do destinatario para posicionar a agulha
destinataria, girar o botdo localizado na lateral esquerda do aparelho, dois clique
(sentido horério) e repita o procedimento para se criar a nova abertura no local B1
e remover o0 nucleo de parafina e incerir o contedo do novo bloco doador, como
foi feito para posicdo Al.

15- Repetir o procedimento sucessivamente até o término do bloco receptor, apds,
girar o botdo localizado na parte frontal do aparelho, ao lado da alavanca de
deslizamento da plataforma, dois clique (sentido horério), girar o botéo localizado
na lateral esquerda do aparelho, até que a agulha do bloco receptor seja
direcionada ao lado da posicdo Al.

16- Iniciar a carreira de doadores A2, levar a lamina de HE do proximo bloco doador
ao microscopio, analisar, encontrar um ponto de interesse e marca-lo com caneta
retro projetor preta.

17- Sobrepor a Iamina no bloco doador e transferir a marcagdo com caneta de retro
projetor preta para facilitar a visualizacdo no bloco receptor ap6s o implante.
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18- Repetindo os procedimentos de Al, e assim sucessivamente até o término do
bloco de TMA.

19- Ap6s término do bloco de tma, levar em uma chapa aquecida e deslizar na
superficie para fixacdo dos implantes.
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|dentificar & quantificar de forma semiquantitativa a presenca de células T reguladoras através dos marcador
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reforgado com o marcador para FOXP3 possa reforgar ou antecipar o diagnostico histologico. O diagnostico
precoce tem impacto, claro, no prognastico.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Serdo utilizadas 60 |3minas dividas em dois grupos: 30 para dermatoses inflamatorias e 30 para micoses
fungoides. Comparaghes serao feitas utilizando analise descritiva.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdriac

Foram apresentados todos os documentos exigidos por este CEP. Como o projeto utilizara dados
secundarios, os autores solicitam a dispensa do TCLE justificando que as ldminas estdo arguivadas e
estocadas no Departamento de Patologia da FMB e ndo implicara em mudangas no acompanhamento dos
pacientes.

Recomendagies:

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Projeto pode ser aprovado sem necessidade de encaminhar 3 CONEP

Endersgo:  Chacara Butignall , sin

Balrro:  Fubio Junior CEP: 18618970
UF: 5P Municiplo: BOTUCATU
Telafone: (14)3580-16048 E-mall: capslupEimb imesp br
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Conttnusgin do Farecer 1.012.484

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mao

Consideragtes Finais a critério do CEP:

Projeto de Pesquisa APROVADO, deliberado em reunido do CEP de 06 de abril de 2.015, sem necessidade
de envio 2 COMNEP.

O CEF esclarece gue ao final da execugio deste estudo, & necessario encaminhar para andlise o respectivo

"Relatorio Final de Afividades®, que devera ser postado no sistema Plataforma Brasil através de
"MOTIFICAGAD"

BOTUCATU, DT de Abril de 2015

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
[Coordenadar)
Enderego;  Chacara Bubignoll . sh
Balrro: Rubio Junior CEP: 18618970
UF: 3P Municiplo: BOTUCATU
Telafone: ([14)3580-16048 E-mall: capeiupiimb imesp br
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