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RESUMO:

O linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) integra o grupo das neoplasias malignas
hematopoiéticas classificado como linfomas ndo-Hodgkin e representa o subtipo mais
prevalente no Brasil e no mundo. Ao seu diagndstico, segue-se um estadiamento clinico
denominado Classificacdo de Ann-Arbor/Lugano, visando estimar o tratamento. Neste
estadiamento, além de exames laboratoriais, parametros clinicos e imagens radiologicas,
faz-se avaliacdo da medula dssea (MO) para pesquisa de infiltracdo neoplasica. O
presente estudo comparou a andlise unicamente morfolégica da MO em relagdo a
combinagdo da morfologia com imunoistoquimica (IHQ) na detec¢do de infiltracdo
neoplasica medular em pacientes com LDGCB. Para isso, realizou-se levantamento
retrospectivo de 113 pacientes diagnosticados com LDGCB submetidos a
bidpsia/aspirado de MO para estadiamento. Informagdes clinicas foram levantadas nos
prontuarios médicos e as laminas histologicas de bidpsias e codgulos de MO foram
revisadas quanto a seus aspectos morfologicos. Procedeu-se estudo IHQ com os
marcadores CD20 e CD3, sendo este o padrdo ouro. A sensibilidade da anélise
morfoldgica isolada foi de 42,9%, considerada baixa se considerarmos que esta serviria
como um exame de triagem. A quantidade de acumulos linfoides (AcL) na MO e o
aumento de trama reticulinica no acimulo linfoide mostraram p-valor respectivamente de
0,02, para uma mediana de 2 acumulos, e 0,01 para uma mediana de trama reticulinica de
I, mostrando assim existir uma relacdo destes dois parametros morfolégicos com
infiltracdo da MO. Disso, podemos concluir que n&o se recomenda a analise morfologica
isolada, devendo estar sempre estar associada a IHQ, muito embora sempre que as
circunstancias exigirem o médico patologista pode apoiar-se nesses dois parametros para

uma tomada de decisdo necessaria.

Palavras-chave: Linfoma, linfoma difuso de grandes células B, linfoma ndo Hodgkin, medula 6ssea,

imunoistoquimica.
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ABSTRACT:

Diffuse Large B Cell Lymphoma (DLBCL) belongs to a group of hematopoietic
malignancies called Non-Hodgkin's Lymphomas, being the most prevalent in Brazil.
After the diagnosis is followed a staging, called Ann-Arbor/Lugano classification, aiming
to estimate the treatment. This staging, in addition to laboratory exams, clinical
parameters and radiological images, includes the histological evaluation of bone marrow
(BM) for the investigation of neoplastic infiltration. The present study compared BM
morphological analysis only and morphology combined with immunohistochemistry
(IHC) to detect BM infiltration in patients with DLBCL. For this, a retrospective survey
was performed on 113 patients diagnosed with LDGCB submitted to biopsy / aspiration
for BM staging. Clinical information was reviewed from medical records and histological
biopsy and clots were reviewed for morphological aspects. The IHQ study was performed
with CD20 and CD3 markers. The sensitivity of the isolated morphological analysis was
42.9%, considered low if we remember that this evaluation would serve as a screening
test. The amount of lymphoid agreggates in BM and the increase in reticulin stain into the
lymphoid agreggates showed p-value respectively of 0.02 and a median of 2 agreggates
and 0.01 for a grade Il reticulin, thus showing a relation of these two morphological
parameters with BM infiltration. After this, we can conclude that the isolated
morphological analysis is not recommended, and should always be associated with the
IHC analysis, although whenever circumstances require the pathologist can rely on these

two parameters for a necessary decision-making.

Keywords: Lymphoma, diffuse large B-cell lymphoma, non-Hodgkin lymphoma, bone marrow,

immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

1.1. Linfoma Difuso de Grandes Células B: aspectos gerais

Linfomas sdo neoplasias malignas hematopoiéticas da linhagem linfoide
caracterizados pela proliferacdo clonal de linfocitos T/NK ou B, maduros ou imaturos,
em diversas fases de diferenciacio 1. A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) classifica
os linfomas de acordo com parametros clinicos, morfoldgicos e moleculares, em linfomas
de Hodgkin (LH) e linfomas ndo-Hodgkin (LNH) 1, os quais apresentam caracteristicas
clinicas, progndsticos e tratamentos quimioterapicos especificos °.

Estimativas do projeto Globocan, realizado pela International Agency for
Research on Cancer (IARC), revelam que, em 2018, a incidéncia mundial de LNH foi de
509.590 casos. No Brasil, a mortalidade por LNH, em 2018, foi de 5.256 pacientes, sendo
2.979 homens e 2.277 mulheres. Dados mais recentes divulgados pelo Instituto Nacional
do Cancer (INCA), em 2018, mostraram uma estimativa de 10.180 novos casos no Brasil,
sendo 5.370 em homens e 4.810 em mulheres °.

O linfoma, quando sintomatico, manifesta-se com sintomatologia classica cujo
conjunto é denominado de sintomas B: febre inexplicavel, sudorese noturna e perda
inexplicavel de peso (>10%) nos seis meses precedentes ao diagndstico. Um terco dos
pacientes apresenta sintomas B e alguns pacientes apresentam sintomas relacionados a
6rgaos especificos envolvidos pela doenga 8.

Clinicamente, a maioria dos pacientes apresenta crescimento rapido de
linfonodos, podendo ou néo existir acometimento de sitios extranodais. Diferentemente
das neoplasias soélidas, o estadiamento dos linfomas reune numerosas informacoes
clinicas, as quais estdo protocoladas num sistema chamado Classificacdo de Ann-
Arbor/Lugano, proposto em 2011, que € uma atualizacdo do difundido estadiamento Ann

Arbor, proposto em 1977 %, A classificacdo define os seguintes estadios:
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I, envolvimento de um linfonodo/grupo regional ou de apenas um sitio extranodal
sem envolvimento nodal;

I1, envolvimento de dois ou mais linfonodos/grupos regionais do mesmo lado do
diafragma ou de um sitio extranodal e seu correspondente grupo de linfonodo de
drenagem;

Il macico, idem ao estadio Il porém em grande quantidade de cadeia linfonodais.

I11, envolvimento de linfonodos em ambos os lados do diafragma ou apenas em
linfonodos acima do diafragma e com acometimento esplénico.

IV, envolvimento extralinfatico ndo contiguo (disseminacdo da doenca,
avancando a um ou mais 6rgaos extranodais tais como figado e medula 6ssea (MO), com
ou sem envolvimento nodal.

A adigdo das letras “A” e “B” sufixadas aos estadios foi restrita apenas aos
linfomas Hodgkin, portanto ndo mais utilizada em LNH, conforme Cheson et al (2014)
10.

Para complementar o prognostico de pacientes portadores de linfomas néo-
Hodgkin agressivos, tais como LDGCB, linfoma Burkitt e linfoma linfoblastico, além do
estadiamento ja oferecido pela classificacdo de Ann-Arbor/Lugano, Shipp et al (1993)
propuseram uma classificacdo de risco chamada indice de Prognéstico Internacional
(IPI). Essa classificacdo leva em conta a presenca de fatores de mau prognostico: idade
superior a 60 anos, estagio de Ann-Arbor/Lugano Il ou 1V, desidrogenase latica sérica
(DHL) maior que 1,2 vezes o limite da normalidade, mais de um sitio de acometimento
extranodal e o grau de morbidade do paciente (ECOG performance status) maior ou igual
a 2. A partir destas variaveis faz-se uma pontuacdo e os pacientes sdo estratificados em
quatro grupos progndsticos: (1) risco baixo, (2) risco baixo/intermediario, (3) risco

intermediario/alto e (4) risco alto. Enquanto pacientes do grupo IP1 1(risco baixo) atingem
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sobrevida em 5 anos de 76%, aqueles IPI 4(risco alto) possuem sobrevida de 26%. Vale
salientar que Sehn et al (2007) prop6s uma revisao bastante pertinente, com consequente
simplificacéo do IPI devido ao advento dos imunoterapicos, principalmente o rituximab,
e nova estratificaco, ao que se chama hoje de IPI revisada (R-1P1) 1+13,

O linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) € o subtipo mais comum de
LNH, podendo ser nodal ou extranodal, quando acomete por exemplo 0sso, pele, figado,
sistema nervoso central, tireoide, trato gastrointestinal ou pulmao 2. LDGCB ¢ o subtipo
mais frequente de LNH , sendo a sexta malignidade mais comum em incidéncia e
mortalidade na Europa e nos Estados Unidos 3!4. A taxa de incidéncia é 6,3% com uma
estimativa de 25.380 novos casos/100.000 hab nos EUA em 2016 7. A incidéncia desse
tumor aumentou em 150% na Ultima década em todo o mundo, recebendo crescente
atencéo dos 6rgéos de satde 8.

LDGCB é mais prevalente em pacientes com idade avancada, proximo aos 70
anos, embora tenha ocorréncia em jovens adultos e raramente em criancas, além de maior
frequéncia no sexo masculino. Trata-se de uma neoplasia clinicamente agressiva, porém,
quando diagnosticado precocemente, € potencialmente curavel com o arsenal terapéutico
atual >'°. A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), no seu mais recente consenso de
hematopatologia®, gracas aos avangos principalmente em citogenética molecular,
desmembrou do LDGCB treze entidades clinico-genético-patolégicas distintas como
mostrado na tabela 1 202! Ainda assim, o que hoje se chama LDGCB sem outras
especificagcfes (LDGCB, SOE) possui dois subtipos moleculares (LDGCB centro-
germinal e LDGCB de células B ativadas) e variantes morfoldgicas diversas, trés mais
frequentes (centroblastica, imunoblastica, anaplasica) e outras consideradas raras

(fusocelular, mixoide, “anel-de-sinete” e em padrao rosetoide)®.
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Quadro 1. Outros linfomas de células B grandes*

Linfoma B de grandes células rico em celulas-T e histiocitos

Linfoma difuso de grandes células B primario do sistema nervoso central

Linfoma difuso de grandes células B primario da pele, “tipo perna”

Linfoma difuso de grandes células B EBV positivo, sem outras especificacfes

Linfoma difuso de grandes células B associado a inflamag&o crénica

Granulomatose linfomatosa

Linfoma B de grandes células com rearranjo do IRF4

Linfoma B de grandes células primario do mediastino

Linfoma B de grandes células intravascular

Linfoma B de grandes células ALK positivo

Linfoma plasmabléstico

Linfoma difuso de grandes células B HHV-8 positivo

Linfoma primério das efusdes

O LDGCB tem origem nos linfdcitos B em transformacéo no centro germinativo
ou naqueles pds centro germinativo do tecido linfoide periférico, sendo que aqueles
oriundos do centro germinativo apresentam melhor progndstico 12224,
Morfologicamente, essa neoplasia € caracterizada por células intermediarias e grandes
com nucléolos evidentes dispostos em padréo difuso de crescimento e escasso citoplasma
(Figura 1) **%, Uma referéncia morfoldgica (til é que o tamanho destas células
neoplasicas sdo duas vezes maiores que histidcitos benignos, na mesma sesséo tecidual *.
Tais celulas neoplésicas sdo capazes de infiltrar, totalmente ou parcialmente, linfonodos

normais e o espaco extranodal 26, Processo fibrético pode compartimentalizar grupos de
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células tumorais ou ainda estar relacionada com esclerose nodal ou areas de necrose.

Além disso ha altas taxas mitéticas e de apoptose.

Figura 1. Morfologia classica do LDGCB nodal. Foto de caso de arquivo do Departamento de Patologia, FMB UNESP.
Coloragéo Hematoxilina-Eosina. Aumento 400Xx.

O LDGCB é de imunofendtipo B, exibindo positividade para imunomarcadores
como CD20, CD79a e PAX-5, com imunoexpressao variavel de CD10, Bcl-6 e Bcl-2. O
indice de proliferacdo celular é elevado, em geral superior a 80% *.

Baseado nos padrdes de expressdo génica, pode-se separar a origem das células
neoplasicas do LDGCB em dois tipos, centro germinativo (CG) e ndo-CG, também
conhecido como células B ativadas (ABC). O reconhecimento da origem da célula
maligna permite, portanto, estabelecer os dois subtipos moleculares supracitados.

Apesar da distin¢do entre os dois subtipos ser molecular e ser obtida via expresséo
génica, na rotina diaria anatomopatoldgica ha maneiras indiretas, menos onerosas e mais
préaticas, de estabelecer esta origem: por via imunohistoquimica (IHQ), onde, dentre os
protocolos o mais amplamente utilizado é o algoritimo de Hans, que leva em consideracéo
a imunoexpressdo positiva (acima de 30% de marcacao) ou negativa, dos marcadores
CD10, Bcl-6 e MUM-177,

O microambiente das células do linfoma é representada por células do sistema
imune do paciente, e possuem papel fundamental na patogénese. Lenz et al. (2008)

classificaram a assinatura génica em trés grupos: célula B centro germinal, estroma-1 e
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estroma-2 28, A assinatura do grupo estroma-1, possui um progndstico favoravel, com
deposicdo de matriz extracelular e infiltrado histiocitico. Em contrapartida, o grupo
estroma-2 apresenta maior densidade de vasos sanguineos e assim, um prognostico menos
favoravel. Pesquisadores usaram IHQ combinada com caracteristicas associados ao tumor
e microambiente para classificar os casos de LDGCB. Perry et al (2012) usaram trés
métodos de avaliagcdo: marcacdo negativa para GCB, expressdo de SPARC (do inglés
Secreted Protein, Acidic, and Rich in Cysteine) menor que 5% e densidade vascular para
classificar os pacientes em grupos com prognosticos favoraveis e desfavoraveis %%,

Do ponto de vista genético,b o LDGCB pode apresentar translocacfes
cromossémicas envolvendo genes relacionados a ativacdo linfocitica, ciclo celular,
apoptose, diferenciacdo e proliferacdo celular, sendo as trés mais comuns: (1) 3927
(BCL6), que é a mais comum, 30% dos casos; (2) t(14;18) (BCL2), 20-30% dos casos;
(3) 8924 (MYC), em até 14% dos casos 1°. Tais mutacdes sio detectadas por exame de
citogenética molecular , a hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH). Um detalhe
importante € que essas mutacfes podem acontecer concomitantemente em alguns casos.
Sabe-se que, por exemplo, metade dos casos de LDGCB que apresentam o rearranjo
MYC abrigam também mutacdes BCL2 ou BCL6 (chamados linfomas double-hit) ou
ainda as trés mutacdes (linfomas triple-hit) %2, Nestes casos de duplas ou triplas
translocacgoes, a classificacdo atual de linfomas da OMS realocou estas entidades num
grupo diagnéstico chamado linfoma B de alto grau com translocacdes envolvendo os
genes MYC e BCL2 e/ou BCL6 L. Na auséncia das translocag@es, e com critérios morfo-
imunofenotipicos adequados, esses casos sdo chamados linfomas B de alto grau, sem
outras especificacdes. E importante destacar que o uso da terminologia “linfomas
agressivos” ¢ diferente da terminologia “linfoma B de alto grau”. Essa ultima representa

uma entidade definida pela OMS, relacionada ou néo as translocagdes. Linfomas de alto
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grau representam uma denominacdo inespecifica que envolve neoplasias de
imunofenotipo variado e que ndo representa entidade.

O tratamento padrdo do LDGCB foi, por décadas, feito com a associacdo de
ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona (CHOP) 3. Porém, a atual
terapéutica de primeira linha consiste da associa¢do ainda do rituximabe (R-CHOP),
levando a um incremento na sobrevida e no percentual de cura dos pacientes. O anticorpo
anti-CD20 faz parte do grupo de imunoterapicos que teve sua primeira aprovacdo mundial
para uso ha 22 anos e ha 6 anos no Brasil, sendo utilizada tanto na primeira quanto na
segunda linha do tratamento. Outros imunoterdpicos anti-CD20 foram desenvolvidos
posteriormente (obinutuzumabe, ofatumumabe, veltuzumabe e ocrelizumabe), mas estdo
reservados para casos refratarios 3223, Jardin (2019) discute as dificuldades atualmente
enfrentadas pela oncologia em adicionar outras drogas que tenham impacto significante
no aumento do percentual daqueles com progressao livre de doenga, prolongamento de
remissdes e diminuicdo da mortalidade, tal como a adi¢do de bortezomibe, que exibe
resultados desapontadores, e argumenta que a atual separacdo entre LDGCB-GC e

LDGCB-ABC pode nio ser suficiente para nortear as escolhas terapéuticas 3.

1.2. Acometimento da medula 6ssea pelo LDGCB

O acometimento da MO por LDGCB tem ocorréncia estimada em 12% até 35%
dos casos 2%*, determinando estagio IV no Ann-Arbor/Lugano, com implicacoes
prognosticas relevantes, sendo a sobrevida destes pacientes menor que 40% em 5 anos
.36 Tradicionalmente, as biopsias de MO para estadiamento s&o analisadas por métodos
histolégicos parafinizados e com corados em hematoxilina-eosina (HE) e reticulina. A
coloracdo de HE, tanto em coagulos, que sdo subprodutos dos aspirados, como em
bidpsias, avalia-se a parte celular da MO, isto é o tecido hematopoético e suas relages

com o microambiente medular. Sao critérios: celularidade global esperada para a idade
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do paciente, a celularidade relativa e absoluta de cada série hemopoiética (granulocitica,
eritrocitica, megacariocitica e linfoplasmocitaria), o grau de maturacéo destas linhagens
(incluindo presenca de elementos displasicos), presenca de AcL. Outra analise que se faz
€ quanto ao estroma medular, representado pela deposicao de fibras colagenas, feito pela
coloracdo chamada reticulina, e graduada por um sistema proposto pela OMS em quatro
categorias: (a) grau 0, filamentos frouxos e delicados, sem intercruzamento de fibras,
corresponde a MO normal; (b) grau 1, filamentos frouxos, com intercruzamento; (c) grau
2, trama de filamentos espessos, densos, difusos e intercruzantes; (d) grau 3, deposi¢édo
de colageno tipo I, caracterizando mielofibrose. Vale ressaltar que a avaliacdo do
arcabouco reticulinico pode e deve ser feito também no interior de AcL, uma vez que
podem guiar deteccdo de acimulos malignos. Coloragdes outras podem avaliar o estoque
de ferro na MO para eritropoiese. Particularmente em biopsias de MO, pode-se ainda
avaliar o arcabouco 6sseo da medula >%'.

As doencas linfoproliferativas podem infiltrar a MO em trés padrGes principais:
difuso, intersticial ou nodular (Figura 2)?8. O LDGCB pode infiltrar a MO difusamente e
com aspectos morfoldgicos similares aqueles observados no seu acometimento principal.
Essa mesma doenca, contudo, pode exibir infiltracdo da medula por linfomas indolentes,
interpretado no contexto do fendmeno da transformacdo, que consiste no
desenvolvimento de LDGCB a partir de linfomas B de baixo grau, como linfoma
folicular, linfoma da zona marginal, entre outros. Nessa situacdo, a morfologia é
caracterizada por AcL, compostos por células neoplasicas menores. O principal
diagnostico diferencial desses AcL é com quadros reacionais da MO, com destaque para
as doencas autoimunes (artrite reumatoide, lUpus, tireoidite de Hashimoto, doenca de
Castleman), doencas virais (hepatite B, hepatite C, mielopatia do HIV/AIDS,

citomegalovirus), exposicdes ocupacionais cronicas (benzeno) e anemias 34,
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Interstitial .

Nodular

Diffuse, ‘packed
marrow’ pattern

Figura 2. Padr@es de infiltracdo da MO. Modificado de Bone Marrow Pathology, 4th, BAIN and WILKINS, 2010.
Os parametros morfoldgicos preditores de infiltracdo neoplasica da medula (AcL
paratrabeculares, com células grandes e bordas irregulares), incluindo expanséo fibrosa
do arcabouco reticulinico (grau Il e 1ll da OMS), podem ndo ser suficientes, ou nédo
estarem claramente presentes, para essa diferenciacdo, sendo necessaria a avaliacdo
imunoistoquimica com anticorpos anti-CD20 para determinacéo de populacao linfocitaria
B, e anti-CD3 para determinacdo de populacéo linfocitaria T. Na MO reacional, os AcL
observados sdo predominantemente compostos por linfocitos T, o que permite a
diferenciacdo com as infiltracdes por doencas linfoproliferativas clonais B *°.
Aproximadamente 10 a 35% dos pacientes com LDGCB exibem envolvimento da
MO no momento do diagndstico **44, Destes, cerca de 70% tém envolvimento histoldgico
dito concordante, com presenca de células B grandes similares aquelas observadas nas
massas nodais ou extranodais, ja em cerca de 30% dos casos pode ocorrer envolvimento
discordante da MO, com infiltrados linfoides caracteristicos de linfomas B de baixo grau
45-48 Nessa Gltima configuracéo, presume-se que o LDGCB pode ter se desenvolvido
através da transformacéo de linfoma B de baixo grau *°. Envolvimento concordante da
MO esta geralmente associado com mau prognostico, sendo a resposta terapéutica pior e

a sobrevida na ordem de 25% menor, conforme expdem Yao et al (2018), entretanto o
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impacto do envolvimento discordante ndo é claro, porém alguns estudos apontam para
um comportamento similar aos casos sem envolvimento da MO #5480 Essa diferenca
entre o comportamento de LDGCB com envolvimento concordante e discordante da MO
tem sido muito estudada, entretanto os dados encontrados sdo de dificil interpretacdo
devido & falta de controle de variaveis como a extensdo do envolvimento da MO,
comprimento da bidpsia examinada, ou outros fatores como o IP| 165152,

A presenca de infiltracdo da MO foi um preditor relevante no resultado das
analises do IPI 252° porém a caracterizacdo histolégica nio foi avaliada. O significado
clinico do envolvimento da MO ndo vem sendo examinado seguindo a linha dos recentes
estudos clinicos, uma vez que a maioria dos estudos que enfocam o impacto do
envolvimento da MO no progndstico tém incluido pequenas coortes de pacientes com
multiplos subtipos histoldgicos e, além disso, foram feitos antes da introducdo do IPI
como preditor prognostico e antes do uso do rituximabe na rotina terapéutica, que mudou
significativamente o paradigma destes pacientes 33,

Dentre os pacientes com LDGCB e infiltragdo na MO, fatores que influenciam o
prognostico incluem o padréo e extenso da neoplasia na MO 495 além da discordancia
histoldgica entre o sitio primario e a MO 4475056 Foj observado que a discordancia
nesses casos de LDGCB com envolvimento da MO é caracterizado por infiltrado focal
e/ou para trabecular envolvendo uma pequena area da medula 44750,

O envolvimento da MO foi associado com piores resultados clinicos em pacientes
com LDGCB em diversos estudos 434750,

Estudo com 795 pacientes portadores de LDGCB tratados com rituximabe
mostrou incidéncia de envolvimento da MO em torno de 16% dos casos *>#+50, No geral,

46% desses pacientes tem discordancia histolégica na MO, o que é consistente com a

presenca de LNH de células B e de baixo grau. Os resultados clinicos de pacientes com
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MO concordante foram inferiores aquelas que ndo tiveram envolvimento da MO. O
envolvimento concordante foi associado com um aumento na probabilidade de desfechos
clinicos desfavoraveis. A sobrevida em 3 anos naqueles com envolvimento discordante
foi semelhante aos pacientes sem envolvimento, enquanto aqueles com envolvimento
concordante apresentaram 30% menos de sobrevida °8.

Campbell et al (2006) analisaram 172 pacientes com LDGCB tratados com R-
CHOP onde cerca de 27% demonstraram envolvimento da medula. Desses pacientes, 34
mostraram envolvimento discordante da MO, definido no estudo por menos de 50% de
ceélulas neoplésicas grandes. Envolvimento minimo (<10% de células neoplésicas
grandes) foi relatado em 28 pacientes, 0s quais apresentaram progressado e sobrevivéncia
similar aos 113 pacientes sem envolvimento da medula. Sendo assim, a infiltracdo da MO
precisa ser avaliada quanto a quantidade de células neoplasicas, o padrdo de infiltracdo e
as caracteristicas qualitativas desses linfocitos (células pequenas, de padréo baixo grau,
ou células grandes, de padrédo alto grau). Portanto, o envolvimento da MO é um item
importante na avaliacdo do estadiamento e estabelecimento progndstico desses pacientes,
extrapolando o resultado positivo ou negativo .

Na avaliacdo de pacientes recentemente diagnosticado com linfoma, é
recomendado que se faca avaliagdes da MO através de bidpsia para investigar o
estadiamento do tumor. No entanto, as chances de descobrir o envolvimento da MO
variam consideravelmente entre os diferentes subtipos de linfomas: positividade, por
exemplo, é encontrada em até 50% de pacientes com linfoma folicular e 70% no linfoma
linfocitico/leucemia linfocitica crénica, mas em apenas 15% dos pacientes com LDGCB
59.

Lim et al. (2004) estudaram 318 pacientes por meio de revisdo de prontudrio,

tomografia computadorizada (TC) de tdérax, abdome e pelve, além de exames
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laboratoriais. Destes 318 individuos, 192 foram elencados em estadios 1 e 2, nos quais a
incidéncia do envolvimento da MO foi de apenas 3,6%. Propuseram, entdo, que
subgrupos de pacientes com estagios inicias da doenca poderiam prescindir de bidpsia da
MO a fim de oferecer maior conforto aos pacientes .

O envolvimento da MO € diagnosticado por meio de bidpsias em
aproximadamente 20% dos pacientes com LDGCB e é de tal importancia que responde
isoladamente por um dos cinco pontos da classificagdo IP1 %061 A acuracia no
estadiamento da MO é crucial para tracar estratégias terapéuticas, uma vez que 0s
percentuais de sobrevida sdo cerca de trés vezes menores em pacientes classificados como
IP1 de alto risco, em relagio aos IPI de baixo risco %8, A bidpsia da MO permanece o
padrdo ouro para determinar o envolvimento da MO, porém pode ser um exame pouco
sensivel devido interferéncias relacionadas ao tamanho das amostras e infiltracdes focais
6283 Além disso, o procedimento ¢ invasivo, pode apresentar complicagdes como dor,
hemorragia ou infecgdes /%4, Existem dois tipos de amostragem da MO, a bidpsia e o
coagulo, cada uma com particularidades, processamentos e utilidades diferentes. A
biopsia de medula 6ssea é obtida segundo a rotina do servigo de hematologia do hospital,
sendo performada na crista iliaca posterior, com o paciente em decubito lateral, usando-
se uma agulha Jamshidi tamanho 11 gauge e onde se obtém um fragmento 0sseo
trabecular de 2,3 mm de diametro e 1,5 cm de comprimento. Com ela é possivel, aléem da
analise qualitativa e quantitativa dos elementos hemopoiéticos, estudo do arcabouco
estrutural medular. O coagulo de MO é obtido no sitio escolhido via aspira¢do, onde se
analisa qualitativa e quantitativamente a MO somente. H& controvérsia quanto a utilidade
da coleta do coagulo, porém Cantadori et al (2019) mostram rotina positiva de uso dessa
amostragem em servico de hematologia de referéncia no Brasil, sendo inclusive colhida

em todas as amostragens de MO®. Procedimentos de tomografia computadorizada por
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emissdo de positrons (PET/CT), capazes de analisar o corpo inteiro mostram-se
promissores nos estadiamentos iniciais de pacientes com LDGCB, porém seu papel na
deteccdo do comprometimento medular ainda nio foi amplamente estudado . Trata-se
da administracdo intravenosa de um radiofarmaco emissor de positrons que tem afinidade
por células em proliferacdo e ird se ligar a elas, caso o paciente seja portador de alguma
neoplasia. Dai entdo o paciente € submetido a uma tomografia que ira entdo identificar a
impregnacdo do farmaco, principalmente em medula dssea. Ainda que de grande
sensibilidade na deteccdo tumoral, é técnica cujas problematica maior esta situada no
alto custo, nem sempre disponivel a todos os pacientes. No caso brasileiro, o sistema
unico de saude (SUS) dispde de poucos centros de referéncia que oferecem essa
possibilidade de exame. Berthet et al. (2013), compararam a avaliacdo de infiltracdo da
MO por LDGCB por biopsia e por PET/CT em 133 pacientes. Com resultados
animadores, concluiram que o exame de imagem tem melhor performance diagnostica,
maior sensibilidade, maior valor preditivo negativo e maior acurécia que a bidpsia %’
Técnicas especializadas como a citometria de fluxo e IHC tém sido usados para
investigar o envolvimento histolégico da MO ndo diagnosticado pelos métodos
convencionais. Esses testes, porém, podem impor um custo elevado ao serem amplamente
usados na rotina diagndstica para pesquisa de envolvimento por neoplasia. Seu uso,
principalmente em pacientes com LDGCB em estagios clinicos precoces, ainda é
controverso. Tais testes poderiam ter melhor custo-beneficio quando utilizados em
pacientes com clinica de maior probabilidade de apresentar envolvimento da MO ©°. Isso
seria uma forma de reduzir o impacto de custo da aplicacdo de tais exames

complementares na rotina diagndstica.

1.3. Técnicas anatomopatoldgicas para detec¢gdo de LDGCB
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Em 1969, a classificacdo de linfomas através de achados morfologicos foi
publicada na revista Pathology por Rappaport. A classificacdo de Rappaport foi
amplamente usada no diagndstico de LDGCB %8, As primeiras classificagces foram
baseadas em aparéncias microscépicas como tamanho celular, morfologia nuclear e
padroes de crescimento. Ndo havia na época IHQ para identificar as células
especificamente neopléasicas .

Entretanto, avancos na area imunoldgica mostraram que 0 sistema imune €
altamente complexo com diversos subtipos celulares como linfdcitos tipo -B, -T, e células
natural killer. Alguns marcadores foram aplicados no estudo de linfocitos normais e
linfomas. Usando tais marcadores, Smith et al "° mostraram, por exemplo, que o ent3o
chamado Sarcoma de Sternberg (conhecido atualmente como linfoma linfoblastico T) €
constituido pela linhagem de células T, e Jaffe et al (1974) mostrou que o linfoma
folicular é formado por células linfoides do tipo B™. Na década de 70, classificagGes de
linfomas baseadas na funcionalidade do sistema imune forem propostas. Karl Lennert,
lider do European Lymphoma Club, propds a classificacdo de Kiel, ja Lukes and Collins
propuseram sua propria classificacdo >73. Ambas classificacdes eram baseadas nos
conhecimento adquirido do sistema imunologico e a classificacdo dos linfomas deixou de
ser puramente morfoldgica.

Um componente critico na classificacdo do LDGCB é avaliacdo histologica
adequada, acrescida, atualmente, de testes adicionais, como IHQ e andlises moleculares,
que foram adicionadas para melhorar o diagnostico/classificacdo da doenga.
Classificacbes mais apuradas impdem, consequentemente, tratamentos melhores.
Avaliacdo completa da arquitetura do tecido biopsiado é fundamental para o diagnostico
e para orientagdo dos testes subsequentes. O perfil de expressdo génica permanece como

padrdo ouro na determinagéo dos subtipos celulares da origem do LDGCB 237477, Como
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ja descrito, contudo, atualmente, no minimo a imunoistoquimica e a citogenetica
molecular (FISH) deveriam ser incluidos na rotina diagnéstica dos casos de morfologia
de grandes células e padrédo difuso de crescimento. Desses dois exames complementares,
a imunoistoquimica é o mais amplamente usado, contemplando o seguinte painel de
avaliacdo: CD20, CD3, CD30, Ki-67, CD10, BCL6, BCL2, MYC, MUML.

A analise puramente morfoldgica por vezes é capaz de distinguir entre infiltracéo
neoplasica da MO e acometimentos inflamatorios "8, Porém, nem sempre essa distingio
é clara e testes adicionais, como IHQ e citometria de fluxo, sdo necessarios para discernir
entre os diagnosticos diferenciais, tanto benignos como com outras neoplasias malignas,
principalmente outros linfomas de células grandes agressivos (linfoma Burkitt, linfoma
linfoblastico, linfoma anaplasico). Atualmente, na MO, o recurso mais usado é a IHQ,
contemplando pelo menos CD20 e CD3 quando a amostra é resultante de estadiamento.

Taulalikar et al (2008) estudaram 156 pacientes com diagnostico de LDGCB, onde
11% foram diagnosticados com infiltracdo neoplésica da MO apenas pelo estudo IHQ .
O mesmo grupo em outra pesquisa, apds avaliacdo imunoistoquimica, detectou infiltracdo
neoplasica, até entdo oculta a morfologia, em 19,4% de pacientes, 0s quais, apos o re-
estadiamento, tiveram curvas de sobrevida estatisticamente piores em relacdo ao
estadiamento inicial 8.

Por outro lado, Bayee et al (2009) estudaram a aplicabilidade do marcador CD20
em 113 pacientes com diagndstico de LDGCB e que tiveram a MO biopsiada para
estadiamento &2. Os resultados mostraram que o estudo IHQ ndo melhorou a determinagéo
da populacéo de células neoplésicas, ja que os 12 pacientes com infiltracdo neoplésica
identificada por IHQ também foram identificados por métodos convencionais "°. Desse

modo, o valor diagnéstico da IHQ nas bidpsias de MO para estadiamento de pacientes
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com LDGCB seria, segundo ele, controverso. Nao existem ainda, ao conhecimento desses

autores, estudos nacionais que se proponham a essa analise.

1.4. Contexto historico — social da medicina brasileira

A desigualdade na nossa sociedade esta intimamente relacionada com a
distribuicdo da riqueza. Quando afeta o setor da salde, a desigualdade traz a
impossibilidade do cidad&@o usufruir de avangos cientificos e tecnoldgicos na area, seja
para acesso a prevencdo/promocdo de saude, seja para o tratamento/reabilitacdo em
contextos de doengas 838+

Em 2011, durante a 12 Conferéncia Mundial de Determinantes Sociais da Saude,
realizada pela OMS no Rio de Janeiro, foi redigida a Declaracdo Politica do Rio sobre
Determinantes Especiais da Saude a fim de ressaltar os esforcos em promover equidade
social e na satde através de politicas de bem-estar amplas e sem fronteiras .

A criacdo do sistema Unico de salde (SUS) trouxe diversos avangos para 0S
brasileiros, porém esté longe de fornecer condicdes ideias de satde para a populagdo ,
que vao desde melhorias no saneamento basico até acesso as descobertas e tecnologias
cientificas mais atuais para intervencdes terapéuticas %-%. Um problema que acomete a
salde publica brasileira é a ma distribuicdo de profissionais da saude, sendo a propor¢édo
de médicos por habitante de 1:3000. Essa razdo fica mais discrepante nos estados do Norte
e Nordeste 8. Diante desses fatos, politicas unificadoras entre o sistema de salde e as
instituicOes de ensino superior precisam ser estimuladas na tentativa de sanar esse deficit
de profissionais qualificados nas diferentes regides que compdem o Brasil 8%,

Dentre as especialidades médicas, a Patologia ¢é especialidade responsavel pelo
diagnostico de diferentes doencas, neoplasicas ou ndo, proporcionando embasamento
para determinar o tratamento do paciente. Com apenas 1.450 especialistas, a ma

distribuicdo desses profissionais pelo territorio brasileiro fica evidenciada pelas
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estatisticas que colocam o Sudeste como a regido concentradora de médicos patologistas
(55,5%). As demais regides em ordem decrescente sao: Nordeste (25,4%), Sul (8,1%),
Centro-Oeste (7,4%) e Norte (3,7%), de acordo com a Demografia Médica no Brasil
(2018). Outro agravante, a idade média dos profissionais atuantes nessa area € de 58 anos,
mostrando que € preciso uma renovacgado e maior incentivo na formacao de profissionais
patologistas *°.

Dessa forma, fica evidente a problematizacdo da distribuicdo geografica dos
patologistas com a inviabilizacdo de préticas eficientes de diagnostico condizentes com
os problemas de salde enfrentados pelos brasileiros. E ainda, podemos estabelecer uma
relacdo desse déficit com os tumores LDGCB, que foram listados anteriormente pela alta
taxa de incidéncia e mortalidade tornando-se alvo de estudo para melhorar a saude
publica.

No caso das avaliacbes de MO de pacientes com LDGCB, os cenarios social e
técnico-cientifico do campo da medicina diagnostica brasileiro impdem desafios para um
diagnostico preciso. O contexto geral € de diagndsticos fundamentados exclusivamente
na morfologia, principalmente pela falta de acesso aos recursos de imunoistoquimica.
Assim, a avaliacdo de critérios morfolégicos em relacdo ao seu poder de deteccdo da
infiltracdo neopléasica, tendo como padréo ouro para o diagndstico a imunoistoquimica é
uma ferramenta fundamental, tanto para o entendimento anatomoclinico da doenca
quanto para colaborar para a pratica patolégica de maior qualidade, independente da

disponibilidade tecnoldgica.
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3. JUSTIFICATIVA

A bidpsia de medula déssea é histologicamente avaliada nas coloracdes de
hematoxilina-eosina e reticulina e, convencionalmente, as informacdes resultantes dessas
avaliacbes produzem interpretagdes quanto a infiltragdo ou ndo por neoplasias
hematoldgicas, dado que proporciona estadiamento dos pacientes e implica no tratamento
e prognostico.

O presente estudo, em consonancia com a literatura recente, questiona se 0 uso
isolado do método morfoldgico é suficiente para o adequado estadiamento desses
pacientes. A alternativa proposta para ampliar a capacidade de detec¢do dessas condi¢bes
é a utilizacdo da imunoistoquimica, com aplicacdo de, pelo menos, dois marcadores:
CD20 e CD3.

Entretanto, a utilizacdo dessa ferramenta na rotina diagndstica pode ampliar os
custos financeiros e restringir esse diagndstico a centros de Patologia com disponibilidade
de tal recurso. Diante da prevaléncia do LDGCB, o presente estudo é atual e de extrema
relevancia ao avaliar essas duas metodologias de analise da medula 6ssea, além de ser

inédito no Brasil.

38



4. OBJETIVOS
4.1. Geral

Avaliar a deteccdo de infiltracdo de LDGCB na medula dssea por meio de

avaliacdo histologica convencional e por meio de estudo imunoistoquimico.

4.2. Especificos:

Caracterizar os padrdes histologicos de infiltracdo da medula 6ssea por LDGCB,
enfatizando a analise de AcL nessa topografia.

Associar 0s achados imunoistoquimicos das bidpsias de medula Gssea para
estadiamento de LDGCB com os padrdes morfolégicos identificados nestas
mesmas amostras.

Determinar a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo e acuracia do método histolégico, tendo como padrdo ouro o

estudo imunoistoquimico.
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Resumo

Linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) é o mais prevalente subtipo de linfomas
ndo-Hodgkin. O LDGCB pode infiltrar a medula 6ssea (MO) do paciente, diminuindo
sua sobrevida, representando, assim, um dos principais determinantes do estadiamento da
LDGCB. O estudo comparou a andlise unicamente morfolégica da MO em relacédo a
combinacdo de estudo morfolédgico acrescido de analise imunoistoquimica (IHQ). Para
isso, pacientes com LDGCB submetidos a bidpsia/aspirado de MO para estadiamento
foram analisados a partir de aspectos morfologicos e dos imunomarcadores CD20 e CD3.
As analises morfoldgicas isoladas mostraram uma sensibilidade baixa (42,9%), portanto
sendo pouco recomendada para objetivo de triagem. A quantidade de acumulos linfoides
(AcL) na MO mostrou associacdo estatisticamente significativa com a detecc¢éo final de
infiltracdo neoplésica (p=0,02 para mediana de 3 acimulos). A trama reticulinica no AcL
também foi maior nos pacientes com infiltracdo neopléasica medular (p=0,01, para grau

2). A analise morfolégica deve preferencialmente ser acompanhada da IHC.

Palavras-chave: Linfoma, linfoma difuso de grandes células B, linfoma ndo Hodgkin, medula 6ssea, imuno-

histoquimica.
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Abstract
Diffuse Large B Cell Lymphoma (DLBCL) is the most prevalent Non-Hodgkin's

Lymphoma. DLBCL may infiltrates the bone marrow (BM), decreasing overall survival,
so rolling an important play in DLBCL staging. The study compared morphological
isolated analysis versus morphological analysis combined with immunohistochemistry.
For this, patients with LDGCB submitted to BM biopsy/aspiration for staging were
analyzed by morphological aspects and immunomarkers CD20 and CD3. The isolated
morphological analyzes showed a low sensitivity, with 42.9%, being considered
inadequate for a screening test. The amount of lymphoid aggregates in the BM showed a
p-value of 0.02 with a median of 3 aggregates, whereas the reticulinic tissue into the
lymphoid aggregate presented p-value of 0,01 with a median of grade 2. This shows a
possible relation of this two morphological aspects with BM infiltration. Therefore, the

morphological analysis must be accompanied by the immunohistochemical analysis.

Keywords: Lymphoma, diffuse large B-cell lymphoma, non-Hodgkin lymphoma, bone marrow,

immunohistochemistry.
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Introducao

Linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) é o subtipo mais comum de
linfoma ndo-Hodgkin (LNH), podendo ser nodal ou extranodal, e em geral, clinicamente
agressivo 12,

O acometimento da medula 6ssea (MO) nestes casos tem ocorréncia estimada em
12% a 35% dos pacientes®*° determinando estagios mais avancados e implicacGes
progndsticas relevantes °.

As biopsias de medula dssea sdo o método classico para estadiamento, e sdo
analisadas basicamente sob critérios morfolégicos, podendo ou ndo ser acrescida a
avaliacdo imunofenotipica por imunoistoquimica (IHQ) com marcadores de linhagem B
e linhagem T (CD20 e CD3, por exemplo, respectivamente) ’.

O LDGCB pode infiltrar a medula 6ssea difusamente, com morfologia similar
aquela observada no seu acometimento principal. Essa mesma medula, contudo, pode
exibir infiltragcdo por linfoma de baixo grau, interpretado no contexto do fendmeno da
transformacgdo’. Para essas situagdes, tanto a deteccdo de AcL como a interpretacéo
morfoldgica somada as coloracdes de reticulinae IHQ, colaboram para defini¢cbes mais
precisas quanto ao diferencial entre benignidade e malignidade. Talaulikar et al (2007 e
2008) e por Baiyee et al (2009) mostram resultados divergentes quanto ao uso da IHQ
rotineiramente na analise da MO, fomentando a necessidade de novas investigacdes &°°

O presente estudo comparou a analise exclusivamente morfoldgica da MO frente
ao acréscimo da IHQ com os marcadores CD20 e CD3, determinando o poder diagnostico

do estudo morfoldgico tendo como padrdo ouro a analise combinada com IHQ.
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Materiais e Métodos
Pacientes:

Trata-se de estudo retrospectivo e transversal com 113 pacientes diagnosticados
com LDGCB SOE e submetidos a amostragem da MO para estadiamento. A casuistica
foi composta por pacientes atendidos pelo Servico de Hematologia do Hospital de
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-FMB-UNESP) no periodo de 1998
até 2017. O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
local (CAAE: 66028417.3.0000.5411).

A selecdo dos pacientes ocorreu pela revisdo dos casos de LDGCB no presente
hospital pelo sistema de arquivo do Departamento de Patologia. A partir da deteccdo dos
pacientes, esses tiveram 0s prontuarios revisados quanto a presenca de infiltracdo

neoplasica das medulas.

Reviséo Clinica

Os prontuéarios foram revisados e os dados clinico-demogréaficos foram coletados
a partir das consultas médicas em formulario especifico contendo informacdes quanto ao
sexo, idade no momento do diagnodstico, manifestagdes clinicas (“Sintomas B”, sitio
nodal e/ou extranodal, envolvimento sistémico), tempo de acompanhamento clinico,

desfecho (cura, manutencao da doenca ou 6bito), tratamento e estadiamento.

Revisdo Morfologica

Os pacientes selecionados tiveram suas laminas de biopsia/aspirado de MO,
revisadas por trés patologistas (Nébrega, VC; Oliveira, CC e Domingues, MAC). Para
isso, cortes histologicos foram desparafinizados com xilol e hidratados com alcoois (3
baterias), seguindo-se as seguintes receitas de coloragcdes usadas na rotna do servico de
patologia do hospital:

v Hematoxilina-eosina: os cortes foram corados com hematoxilina de Harris (10
minutos) e contra corados com eosina-floxina (2-3 minutos). Foi feita
diafanizacdo dos cortes em bateria crescente de alcoois seguida de xilol e
posteriormente montadas com laminulas usando resina sintética Permont®.

v Reticulina: Os cortes passaram em permanganato de potassio 0,5% (2 minutos),
acido oxalico 5% (1 minuto), sulfato férrico amoniacal 3% (2 minutos) e
posteriormente impregnados com solucdo de prata amoniacal. Apés lavados, foi

feita reducdo em formol 20% (3 minutos) e passagem em tiossulfato de sédio 3%
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(3 minutos). Posteriormente, foi feita contra coloragdo com solucdo de Van
Gieson (3 minutos). E por fim, desidratados em xilol e montados com laminulas

usando resina sintética Permont®.

Foram analisados os critérios de celularidade global e por linhagem
hematopoiética, arcabouco reticulinico (avaliacdo qualitativa conforme a Organizacao
Mundial da Saude, Quadro I), presenca de AcL. Casos em que 0 acometimento neoplasico
foi detectado, foram classificados quanto ao padréo de infiltracdo (nodular, intersticial ou
misto).

Quando houve deteccdo de AcL, esses foram analisados quanto ao nudmero,
localizagdo, bordas, vascularizacdo e grau de arcabouco reticulinico. Os coagulos de
medula, obtidos a partir de aspiracdo de puncdo, segundo rotina do nosso Servigo de
Sematologia, foram avaliados quanto a representatividade e concordancia com a biopsia.
Casos onde os blocos parafinados ndo estavam disponiveis, ou as amostras eram

insuficientes para andlise, foram descartados do estudo.

Quadro I. Avaliacdo qualitativa do arcabouco reticulinico®.

Grau 0, filamentos frouxos e delicados, sem intercruzamento de fibras (medula normal)

Grau 1, filamentos frouxos, com intercruzamento de fibras.

Grau 2, trama de filamentos espessos, densos, difusos e intercruzantes.

Grau 3, deposicao de colageno tipo 1V (mielofibrose).

Estudo Imunoistoquimico

As reacOes de imunoistoquimica foram realizadas no Departamento de Patologia
da FMB/UNESP em amostras parafinizadas. Os cortes histologicos foram submetidos ao
exame imunoistoquimico em sistema automatizado, com recuperacdo antigénica no
TPLink (Dako) e incubacéo, revelagéo e contra-coloragdo no AutoStainer Link48 (Dako),
utilizando-se polimero de alta sensibilidade e anticorpos FLEX ready-to-use. Os
marcadores utilizados foram CD20 (Dako IR604, clone L26, kit ready-to-use, Mouse) e
CD3 (Dako IR503, clone UCHTL, kit ready-to-use, Rabbit). Os resultados foram
interpretados quanto a sua positividade ou negatividade e quanto a proporcao de linfocitos

T e linfdcitos B, seja globalmente ou nos AcL, quando presentes.
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O padrdo do AcL foi classificado de 1 a 5, segundo propuseram Johnston et al
(2015), onde o padrédo 1 consiste de acumulo exclusivamente povoado por linfécitos T, o
padrdo 2 consiste de acimulos predominantemente povoados por linfocitos T porém com
pequena quantidade de células B, o padrao 3 possuindo igual proporcao de célulasB e T,
0 padrdo 4 com predominio de células B e o padrdo 5 com populacéo total de células B.

Foram considerados positivos para infiltrado maligno apenas padrdes 4 e 5.

Anélise Estatistica:

Foi realizada avaliacdo descritiva dos dados morfoldgicos, imunoistoquimicos e
clinicos.. O valor de p considerado significante foi menor que 0,05. Para os testes
diagnosticos, calculou-se: sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo e acuracia (quando apropriado), incluindo os seus intervalos de
confianca de 95%. A partir da sensibilidade e especificidade obtidas foram construidas
curvas ROC (receiver operating characteristic) para determinadas variaveis
morfoldgicas. As variaveis, conforme a necessidade, foram submetidas a testes de
normalidade e entdo analisadas por testes paramétricos e nao-paramétricos. O indice de
concordancia kappa foi performado e seu resultado foi interpretado segundo Landis e
Koch (1977): <0,0 insignificante; 0,0-0,20 fraca; 0,21-0,40 razoavel; 0,41-0,60
moderada; 0,61-0,80 forte; 0,81-1,00 quase perfeita 1. Os dados foram analisados usando
0 SPSS para Windows, versdo 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).
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Resultados

. Perfil clinico dos pacientes

Dos 113 casos de LDGCB levantados, 12 foram excluidos por ndo atenderem aos
critérios de inclusdo do trabalho. Entre os 101 pacientes com aspectos morfoldgicos
avaliaveis, a mediana de idade foi 57 anos, variando entre 7 e 89 anos. A tabela I
demonstra a frequéncia de achados clinicos, considerando os pacientes com prontuarios

e informacdes disponiveis.

Tabela I. Sinais e sintomas apresentados pelos pacientes com LDGCB

Sinais e Sintomas N %
Sudorese 16/87 18,4
Febre 14/87 16,1
Prurido 1/87 1,0
Emagrecimento 37187 42,5
Massa Extranodal 38/88 43,2
Adenopatias 50/88 56,8
Esplenomegalia 3/101 3
Anemia 40/88 45,5
Plaquetopenia 10/88 11,4
Leucopenia 9/88 10,2
Leucocitose 10/88 11,4
Infiltracdo do SNC 5/79 6,3

SNC: sistema nervoso central

Quanto aos tratamentos quimioterapicos, 27/88 (30,7%), usaram 0 esquema com
rituximabe (R-CHOP). A radioterapia foi aplicada a 25/88 pacientes (28,4%). Evolucao
desfavoravel foi considerada como aqueles pacientes com ¢bito (39,2% dos casos),
recidivas (35,2%) ou manutencdo da doenca (5,4%).

Nenhuma das caracteristicas clinicas estudadas apresentou diferencas
estatisticamente significativas quando testadas suas associagfes com a presenca de
infiltracdo neoplasica medular. Entre os 87 individuos com informacgdes clinico-
morfoldgicas disponiveis, 15 exibiram infiltracdo neoplasica na MO e, desses, nove

(64,3%) tiveram evolucdo para obito (p=0,035).
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A realizacdo da IHQ ndo modificou o resultado diagndstico morfoldgico em 83

dos 101 casos avaliados, representando 82,2%. O estadiamento foi elevado em 11

pacientes (10,9%) e foi reduzido em sete pacientes (6,9%). Trés pacientes entre aqueles

em que a IHQ ampliou o estadiamento tiveram evolucao desfavoravel (p=0,554) e dois
evoluiram para 6bito (p=0,562).

Em relacdo a DHL, considerada elevada quando acima de 242 mg/dL no presente

servigo, a mediana foi de 725 (152-4.386), ndo diferindo estatisticamente entre 0s grupos

de infiltrados ou ndo por neoplasia (p=0,227, Mann-Whitney).

1. Descricdo geral dos pacientes

Anélises histopatoldgicas foram realizadas em 101 casos, como mostrado na Tabela
I1. A avaliacdo demonstrou hipercelularidade global da MO em 56 pacientes (55,4%). As
séries hematopoiéticas também tiveram celularidade aumentada, sendo de linhagem
mieloide em 48 (47,5%) casos, granulocitica em 30 (29,7%), megacariocitica em 58
(57,4%) e linfoplasmacitica em 63 (62,4%), podendo, porém, haver associacdo as
comorbidades dos pacientes.

Em 64 casos (63,4%), detectou-se a presenca de AcL, sendo que em 42 pacientes
(65,6%) ocorreu interferéncia da IHC na avaliacdo: 31 casos (48.4%) tiveram AcL
ressaltadas pela IHC e 11 (17.2%) apresentaram aumento numérico dos acumulos pela
IHC.

Os AcL foram classificados quanto ao numero, variando entre 1 e 9 acimulos, com
mediana de 2. Os AcL apresentaram-se localizados na regido peri-trabecular em 24 casos
(37,5%), ndo peri-trabecular em 27 (42,2%) e em coagulos biopsiados em 13 (20,3%). As
bordas dos AcL foram classificadas em regulares em 33 casos (51,6%) e o aumento
reticulinico nos AcL foi encontrado em 39 casos (60,9%), sendo grau 1l em 37 (57,8%) e
grau Il em 2 (3,1%). Foram encontrados vasos no AcL em 9 (14,1%).

O coagulo de MO foi concordante com a bidpsia de MO em 62 casos (71,3%). Dos
101 casos totais analisados, 16 pacientes (15,8%) tiveram a infiltracdo detectada ja na
andlise isolada ao HE, e posteriormente confirmados com IHQ. O estudo, entretanto, com
a avaliacdo imunofenotipica somada a morfoldgica, considerou infiltrados 21 casos

(20,8%), que apresentaram, portanto, padrdo imunoistoquimico 4 ou 5 nos AcL.
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Tabela I1. Avaliagdo morfolégica da MO coletada para estadiamento de 101 pacientes com LDGCB.

Caracteristicas histopatoldgicas N %
Hipercelularidade global 56 55,4%
Hipercelularidade Mieloide 48 47,5%
Hipercelularidade Eritroide 30 29,7%
Hipercelularidade Megacariocitica 58 57,4
Aumento Reticulinico Geral (I1/111) 9 8,9%
Hipercelularidade Linfoplasmacitica 63 62,4%

o Intersticial 31 30,7%

e Nodular 21 20,8%

e Misto 11 10,9%
Quantidade de AcL (n=64)

o 1 23 35,9%

o 2 19 29,7%

o 3 6 9,4%

o 4 5 7,8%

e 5 4 6,3%

e 6 1 1,6%

o« 7 4 6,3%

e 8 1 1,6%

e 9 1 1,6%
Bordas irregulares dos AcL (n=64) 31 48,4%
Aumento reticulinico no AcL (n=64) 39 60,9%

e Graull 37 57,8%
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e Graulll o 2 e 31%

Vasos sanguineos no AcL (n=64) 9 14,1%

Padrdo do AcL (n=64)

e Padriol o 17 o 26,6%
e Padrdo 2 e 21 e 328%
e Padréo 3 e 5 o 7.8%
e Padrdo4 o 17 e 26,6%
e Padrdo5 o 4 e 6,3%

HE: Coloragdo por Hematoxilina-Eosina; AcL: acimulo linfoide; IHC: Imunoistoquimica. Os padrdes de
AcL 4 e 5 foram considerados positivos para infiltragdo neoplésica.

I1l.  Associagdo entre variaveis morfoldgicas e casos infiltrados.

As andlises histoldgicas mostraram que 17 (80,9%) pacientes com infiltracdo
neoplasica apresentaram hipercelularidade linfoplasmacitica, diferenca estatisticamente
significativa (p=0,032). Os diferentes padrées de hipercelularidade foram
estatisticamente significativos para a deteccao de infiltragdo neopléasica medular, sendo o
tipo nodular o mais comum (nove pacientes; 42,9%; p<0,001).

Houve identificacdo de AcL em todos os 21 casos detectados com infiltracdo
(p<0,001). Os AcL apresentaram-se em localizacdo peri-trabecular em 13 casos
(61,9%;p=0,018). As bordas eram irregulares em 15 casos (71,4%;p=0,010), além de
aumento reticulinico no AcL de 85,7% (p=0,004). Nove pacientes tiveram infiltrados
detectados ja no HE (42,9%;p=0,001), indicando que a suspeita morfoldgica € um critério
importante na proposicdo de malignidade, a ser confirmada por imunoistoquimica.

Dos pacientes detectados com infiltracdo, 17 casos eram de infiltracdo padréo 4
(80,9%) e 4 casos eram de padrdo 5 (19,1%). Exemplos de cada um dos padrdes de

infiltracdo estdo ilustrados nas Figuras I-V.
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Tabela I11. Associagdo entre as variaveis morfoldgicas e presenca de infiltracdo da MO, definida pela IHC

Analises Histopatoldgicas

Pacientes com infiltracdo de MO (n=21)

N % p-valor*
Hipercelularidade 17 81% 0,032
Linfoplasmacitica
Padrdo de Hipercelularidade
e [ntersticial 2 9,5%
e Nodular 9 42,9% <0,001
e Misto 6 28,6%
Aumento Reticulinico Geral 2 9,5% 0,597
Presenca de AcL 21 100% <0,001
Localizagéo dos acimulos 0,018
e Peri-trabecular 13 61,9%
e Nao peri-trabecular 5 23,8%
e Coéagulo 3 14,3%
Bordas dos acimulos 0,010
e Irregular 15 71,4%
Aumento reticulinico no AcL 18 85,7% 0,004
Vasos no AcL 8 38,1% <0,001
Infiltracdo detectada no HE 9 42.,9% <0,001

*Qui-quadrado ou exato de Fisher, p<0,05

linfoides.

. MO: Medula éssea; HE: Hematoxilina-eosina; AcL:acimulos
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1 do LDGCB. (A e C) HE; (B e D) Reticulina; (E) CD3; (F)

Figura I. Fotomicrografia do AcL padrdo

CD20.

52



(520 27 300 L 5 "
- ¥ w J00x : ©300x

Figura Il. Fotomicrografia do AcL padrdo 2 do LDGCB. (A e C) HE; (B e D) Reticulina; (E) CD3; (F)
CD20.
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Figura I11. Fotomicrografia do AcL padrdo 3 do LDGCB. (A e C) HE; (B e D) Reticulina; (E) CD3; (F)

CD20.
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(E) CD3; (F)

(B e D) Reticulina;

Figura 1V. Fotomicrografia do AcL padrdo 4 do LDGCB. (A e C) HE;

CD20.
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Figura V. Fotomicrografia do AcL padrdo 5 do LDGCB. (A e C) HE; (B e D) Reticulina; (E) CD3; (F)
CD20.
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IV.  Andlises morfologicas apresentam baixa sensibilidade em relacdo ao
estudo imunoistoquimico

As analises morfologicas pela coloragdo de HE, quando comparadas com
IHC, sendo esta classificada como o método padrdo ouro, mostraram sensibilidade
de 42,9% (1C95%;21,7-64,0), especificidade de 91,3% (1C95%;81,1-97,4). A
acurécia foi de 81,2% (1C95%;73,6-88,8), sendo o valor preditivo positivo (VPP) de
53,3% (1C95%;31,9-80,6) e o valor preditivo negativo (VPN) de 85,9%
(1IC95%;78,5-93,3), mostrando o percentual de casos verdadeiramente negativos
entre todos os laudos dados como néo infiltrados. O indice de concordancia Kappa
foi de 0,37, indicando grau de concordancia razoavel entre a avaliacdo com

morfologia isolada e morfologia combinada.

Tabela 1V. Avaliacdo do poder diagnostico da analise morfoldgica isolada para a deteccdo de
infiltracdo de medula 6ssea, em pacientes com LDGCB e tendo a imunoistoquimica como padrao ouro

nessa deteccao.

Analise morfolégica isolada Valor IC 95%
Sensibilidade 42,9% 21,7-64,0
Especificidade 91,3% 81.1-97.4

Acuracia 81,2% 73,6-88,8

Valor preditivo positivo 56,3% 31,9-80,6

Valor preditivo negativo 85,9% 78,5-93,3

Indice de concordancia 0,37 0,12-0.63
kappa

IC: intervalo de confianca

V. Avaliacao de trés parametros morfologicos em relacéo ao padréo-ouro
A mediana do aumento reticulinico geral nos pacientes infiltrados é Grau 1 (0-
2), a mesma para o0s pacientes ndo infiltrados (p=0,285, Mann-Whitney), mostrando nédo
haver associacdo deste parametro com infiltracdo da MO. Ja a mediana do aumento
reticulinico no AcL em pacientes infiltrados é Grau 2 (1-3), maior do que aa mediana dos
pacientes ndo infiltrados, Grau 1 (0-3), com p=0,01 (Mann-Whitney), indicando

associacdo com infiltracdo da MO.
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Por fim a mediana do nimero de AcL entre os infiltrados foi de 3 acimulos (1-9),
contra mediana de 1 acimulo (0-8) nos casos livres de neoplasia(p=0,020; Mann-

Whitney), também evidenciando associa¢do com a infiltracdo da MO

VI.  Curvas ROC de parametros morfoldgicos em relacdo ao padréo

ouro
As curvas ROC (receiver operating characteristic) tracadas a partir da
especificidade e sensibilidade dos parametros morfoldgicos aumento reticulinico

geral, quantidade de AcL e aumento reticulinico nos AcL resultaram na figura V1.

ROC Curve
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Figura VI. Curva ROC de sensibilidade e especificidade dos paramentros morfoldgicos avaliados. A
linha azul representa a situacéo da reticulina avaliada na MO como um todo. A linha verde representa

a quantidade de acimulos linfoides. A linha amarela representa a reticulina no interior do acimulo

linfoide. A cor rosa sinaliza a linha de referéncia.
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O aumento reticulinico geral (curva azul) ndo demonstrou boas relacfes entre
sensibilidade e especificidade para detec¢do de infiltracdo (area sob a curva de
0,570;1C 95%0,438-0,701, p=0,328). A sensibilidade e a especificidade, por
exemplo, para reticulinas a partir de 11, foram 85,7% e 52,2%, respectivamente.

A quantidade de AcL (curva verde), por sua vez, mostrou area sob a curva de
0,734 (IC 95%0,602-0,867, p=0,002), indicando sensibilidade de 57,1% e
especificidade de 76,7% para cutoff entre 2 e 3 acumulos.

Ja 0 aumento reticulinico no AcL (curva amarela) mostrou area sob a curva de
67,3 (1C95%;0,541-0,804, p=0,026), revelando, por exemplo, sensibilidade de 85,7%

e especificidade de 52,2% para cutoff de, pelo menos, grau 2.

Discusséo

A hipercelularidade global esteve presente em mais da metade dos casos
analisados e os AcL foram encontrados em 63% das MO. Ficou evidente o importante
papel que a IHQ teve na identificacdo e tipificacdo destes, uma vez que 73% destes
acumulos foram realcados e 27% tiveram sua quantidade aumentada pela metodologia.
Além disso, observou-se boa especificidade (91,3%) porém baixa sensibilidade (43%), o
que significa ser este um método com deficiéncias em selecionar 0s casos negativos e
assim problematico para rastreio, justamente a que serviria a analise histoldgica isolada.
Quanto a especificidade, 0 método se mostrou eficaz em identificar as medulas infiltradas,
sendo de real ajuda ao patologista que ndo disponha de IHQ e precise tomar decisdes.
Ressalta-se que os casos de infiltracdo tinham AcL e aplicacdo de determinados
parametros, como a quantidade de acumulos e a reticulina nesses acimulos, colaboram
para especificidade elevada.

A analise exclusivamente morfoldgica teve 24% de casos falsos negativos em
relacdo a infiltracdo da medula, sendo que os padrGes adotados pela pesquisa
identificaram 5 casos a mais de infiltracdo, totalizando 21 medulas infiltradas, o que
corresponde a 20,8% do total de casos, semelhante ao que foi visto por Chung et al (2007)
e Campbell et al (2006) 213,

Apesar das controversas opinides quanto a coleta de coagulo de medula 6ssea, a
nossa pesquisa mostrou amostra satisfatoria em 86% do total, inclusive com diagnosticos
concordantes com as bidpsias propriamente ditas. Além disso, também nos coagulos,
foram detectados acimulos em 71% das amostras. Cantadori et al (2019) relatam que o

emprego do coagulo, além de poder aumentar a acuracia do estudo da medula como um
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todo, ainda se mostra, por ndo necessitar de descalcificacdo, mais adequada para
realizacdo de IHQ e, quando necessario, avaliagdo molecular (FISH).

Quando se fez a associacdo de varidveis morfoldgicas presentes nas amostras
comprovadamente infiltradas, notou-se a presenca de AcL em todos eles. Apesar da
importancia da IHQ, a localizacdo peri trabecular, bordas irregulares e aumento da trama
reticulinica estiveram presentes em mais de 60% dos casos, concordando com os achados
de Johnston et al (2014) *® e mostrando que podem ser referéncias morfoldgicas Gteis na
avaliacdo dos AcL. Apesar disso, apenas 42,8% dos casos infiltrados foram detectados
somente com analise morfologica, o que também se reflete no indice de falsos positivos
(43,7%), que somaram 7 casos dentre os 16 que a analise morfoldgica apontou como
infiltrados .

O estudo adotou a analise morfolégica combinada com imunoistoquimica como
padrdo ouro para deteccdo de infiltracdo na MO, sendo que o padrdo de distribuicdo de
linfocitos nos acimulos considerados positivos foram os classificados de “padrao 4” e
“padrao 5”. Quando se comparou a analise morfoldgica estrita, chegou-se a uma alta
especificidade, porém baixa sensibilidade, o que é desfavoravel para esse tipo de analise,
que se propde a ser uma triagem dos casos que eventualmente teriam que ser submetidos
a analise imunoistoquimica. Outro fator preocupante foi o valor preditivo positivo baixo,
implicando em consideravel quantidade de possiveis falsos-positivos, expondo estes a
desnecessario tratamento quimioterapico eventualmente mais agressivo. Este fato, porém
n&o é exclusivo da analise morfoldgica, como visto por Caimi et al (2016)°, que também
detectou baixo valor preditivo positivo (VPP) em anélise da MO por PET/CT. A acurécia
deste Gltimo entretanto se mostrou elevada, com cerca de 81% dos laudos corretos,
superior a analise histoldgica. A medula éssea € um 6rgdo dinamico e plural, com séries
diferentes em topobiologias distintas, e relativamente sensiveis as variacdes sistémicas.
Ou seja, alteracdes de celularidade global e especificas podem ocorrer nesses pacientes
de modo que nem sempre serdo infiltracdes pelo linfoma. A morfologia e o estudo por
PET/CT podem falhar nesse sentido, sendo a utilizacdo da IHQ uma ferramenta a mais
na precisdo do resultado.

Dos trés aspectos morfologicos testados para ajudar na identificacdo de
comprometimento da MO, o aumento reticulinico na MO como um todo ndo mostrou
capacidade de identificar os casos positivos nem de porventura filtrar os negativos. Ja a
quantidade de AcL na amostra (a partir de dois acumulos em diante) e 0 aumento de trama

reticulinica (grau Il e IlI) especificamente no AcL indicaram ser de valia para uma
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avaliacdo morfoldgica pura e podem ser Uteis na pratica diaria ou em circunstancias sub-
6timas, o0 que vai ao encontro dos resultados e conclusdes encontradas na literatura
pertinente.

Ao fim, os resultados indicam que a analise morfoldgica deve ser acompanhada
de estudo imunoistoquimico, sob o risco de subdiagndsticos de casos de pior progndstico,
privando esses pacientes de terapia ajustada ou risco de superdiagnosticos de casos ndo
infiltrados. Porém, a realidade médica em nosso pais que por vezes nos obriga a trabalhar
COMm recursos escassos, 0s resultados podem orientar o médico patologista que nédo dispde
de acesso a imunoistoguimica e que mesmo assim precisa tomar decisdes diagnosticas,
quais parametros morfoldgicos valorizar em sua leitura da MO. Assim, para essa
circunstancia, parece ser viavel considerar que os achados de 2 ou mais AcL, e estes
apresentando aumento reticulinico no seu interior, sirvam como sinalizacdo para uma

possivel infiltracdo na medula dssea.
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Conclusdes Finais

O estudo vai ao encontro da literatura internacional ao concluir que o estudo
morfolégico da MO para deteccdo de infiltragdo por LFGCB deve ser
acompanhado de avaliacdo IHQ.

Os principais padrdes de infiltracdo da MO caracterizados foram a infiltracdo
intersticial, difusa e nodular, sendo esta Gltima, por meio de AcL, que podem estar
em topografia peritrabecular ou entre os espacos medulares (ndo peritrabecular).

Os achados morfologicos que se correlacionam com infiltracdo detectada
utilizando nosso método padrédo ouro foram: presenca de AcL em quantidade igual
ou superior a dois AcL e expansao da trama reticulinica dentro dos AcL em grau
2 ou grau 3 da OMS.

Apesar da boa especificidade (91,3%) e acuracia (81,2%), a analise morfoldgica
isolada mostrou-se pouco sensivel (42,9%) e com coeficiente de concordancia
kappa interpretado como razoavel (k=0,37), sendo portanto pouco indicado para

rastreio diagnostico.
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