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RESUMO

Guimaraes AB. Andlise dos rearranjos génicos de cadeias pesada e leves da imunoglobulina
pela técnica de reagdo em cadeia da polimerase no auxilio diagnostico de processos
linfoproliferativos cutineos de células B [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo; 2022.

Processos linfoproliferativos cutdneos de células B (PLPCB) incluem pseudolinfomas,
proliferacdes linfoides atipicas e linfomas. Os linfomas cutdneos primarios de células B
(LCPCB) representam aproximadamente 20-25% de todos os linfomas cutdneos primarios.
Pseudolinfoma (PLC) ¢ uma lesdo de pele benigna, que se assemelha, em sua forma clinica
e/ou histologica aos linfomas cutaneos. O diagnostico diferencial entre o PLC e LCPCB pode
ser muito dificil. A pesquisa dos rearranjos génicos das cadeias pesada (IgH) e leves kappa
(IgK) e lambda (IglL) da imunoglobulina (Ig) através da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), tem sido utilizada como método auxiliar no diagndstico dos LCPCB.
Objetivos principais: avaliar a aplicabilidade da técnica de PCR (baseada no protocolo
EuroClonality/BIOMED-2) para pesquisa de clonalidade através da andlise dos rearranjos
génicos das cadeias pesada e leves de Ig em material proveniente de biopsias cutdneas de
pacientes acompanhados no Ambulatério de Linfomas Cutdneos do HCFMUSP que tiveram
diagnostico de PLPCB (PLC, LCPCB ou indefinicdo diagndstica entre ambos). Objetivos
secundarios: avaliar o auxilio diagndstico do estudo de rearranjo génico de Ig por PCR nos
casos de PLPCB com indefinicdo diagnostica. Identificar a contribui¢ao do protocolo de
investigacdo diagnostica (PID) e algoritmo propostos para a conclusdo diagnostica final e
defini¢do de conduta de casos de PLPCB com dificuldade diagnéstica. Métodos: Os
pacientes foram submetidos ao PID através de avaliacdo dos critérios clinicos-evolutivos
(CE), histopatologicos associado a imuno-histoquimicos (HP+IHQ) e pesquisa de clonalidade
pela andlise do rearranjo génico da Ig por PCR. Os resultados dos critérios foram associados a
escala de pontuagdes. Resultados: Na pesquisa de clonalidade do rearranjo génico da cadeia
pesada, observou-se monoclonalidade em 57,1% (20/35) dos casos avaliados. Na avalia¢do da
clonalidade do rearranjo génico das cadeias leves, observou-se monoclonalidade em 51,4%
(18/35) dos casos avaliados. Nos resultados finais dos critérios avaliados no PID referente
aos casos estudados, observou-se casos compativeis com linfomas cutaneos em 32,4% (11/34)
pelo critério CE, 62,9% (22/35) de casos compativeis com linfomas cutaneos pela avaliagdo
HP+IHQ e resultados monoclonais por estudo de rearranjo génico de Ig em 77,1% (27/35)
dos casos. Observou-se significancia estatistica na associagdo entre o grau de suspei¢do
clinica-evolutiva e o resultado histopatologico-imunohistoquimico (p=0.021) pelo teste do
qui-quadrado e teste exato de Fisher. Ao se considerar possibilidade da clonalidade por PCR
no estudo do rearranjo génico como método padrdao-ouro na diferenciagdo entre processo
linfoproliferativo maligno e benigno, foram calculados valor ideal de corte da pontuagao final
dos escores do PID igual a 4, com sensibilidade de 100% e especificidade de 33,33 % (pelo
indice de Youden). A melhor especificidade foi determinada a partir da pontuagdo > 9
(sensibilidade de 38,5% e especificidade de 100%). A acuricia da pontuagdo final foi de
80,13% (através da curva ROC). Conclusdes: o presente estudo possibilitou o auxilio
diagnostico de casos de PLPCB através do estudo de rearranjo génico de Ig por PCR na
associacdo com critérios clinico-evolutivos, histopatoldgicos e imunohistoquimicos. O PID
permitiu a realizacdo de um algoritmo de conclusdo diagnostica final e conduta de casos de
PLPCB com dificuldade diagnostica. Os resultados do PID possibilitou a avaliagdo de



diferenciagdo entre processo linfoproliferativo maligno e benigno através de valor ideal de
corte da pontuagao final dos escores com adequada especificidade e acuracia.

Palavras-chave: Linfoma de células B; Pseudolinfoma; Reacdo em cadeia de polimerase;
Rearranjo génico; Cadeias leves de imunoglobulina; Cadeias pesadas de imunoglobulinas.



ABSTRACT

Guimaraes AB. Analysis of clonal immunoglobulin chain gene rearrangement by the
technique of polymerase chain reaction (PCR) to aid in the diagnosis of cutaneous B-cell
lymphoproliferative processes [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo; 2022.

B-cell cutaneous lymphoproliferative processes (PLPCB) include pseudolymphomas, atypical
lymphoid proliferations and lymphomas. Primary cutaneous B-cell lymphomas (LCPCB) are
approximately 20-25% of all primary cutaneous lymphomas. Pseudolymphoma (PLC) is a
lymphomatous skin lesion mimicking lymphomas. The differential diagnosis between PLC
and LCPCB can be very difficult. The research for gene rearrangement of the heavy (IgH) and
kappa (IgK) and lambda (IgL) light chains of immunoglobulin (Ig) through the polymerase
chain reaction (PCR) technique has been used as an auxiliary method in the diagnosis of
LCPCB. Main objectives: to evaluate the applicability of the PCR technique (based on the
EuroClonality/BIOMED-2 protocol) for B-cell clonality research through the gene
rearrangement of Ig heavy and light chains in material from skin biopsies of patients followed
by diagnostic of PLPCB (PLC, LCPCB or uncertainty between them). Secondary objectives:
evaluation of the diagnostic aid of analysis of the Ig gene rearrangement by PCR in cases of
PLPCB with diagnostic uncertainty. To identify the contribution of the diagnostic
investigation protocol (PID) proposed for the final diagnostic conclusion and definition of the
management of cases of PLPCB with diagnostic difficulties. Methods: The patients were
submitted with PID through the evaluation of clinical-evolutionary (CE), histopathological
criteria associated with immunohistochemical (HP + IHQ) and analysis of the Ig gene
rearrangement by PCR. The results of the criteria were associated with the scale of scores.
Results: In the clonality research of the IgH gene rearrangement, monoclonality was observed
in 57,1% (20/35) of the evaluated cases. In the evaluation of the clonality of the light chain
gene rearrangement, monoclonality was observed in 51,4% (18/35) of the cases evaluated. In
the final results of the criteria evaluated in the PID for the cases studied, compatible cases of
cutaneous lymphomas were observed in 32,4% (11/34) by the CE criteria, 62.9% (22/35) of
cases compatible with cutaneous lymphomas by HP+IHC assessment and monoclonal results
by Ig gene rearrangement study in 77.1% (27/35) of cases. There was statistical significance
in the association between the clinical-evolutionary suspicion and the histopathological-
immunohistochemical result (p=0.021) by the chi-square test and Fisher's exact test. When
considering PCR clonality in the study of gene rearrangement as the gold standard method at
PID for differentiating between malignant and benign lymphoproliferative processes, the
optimal cut-off value of the final PID score equal to 4 was calculated, with 100% sensitivity
and specificity of 33,33 % (by the Youden index). The best specificity was determined from
the score > 9 (sensitivity of 38.5% and specificity of 100%). The accuracy of the final score
was 80,13% (by ROC curve). Conclusions: the present study made it possible to help
diagnose cases of PLPCB through the study of gene rearrangement of Ig by PCR in
association with clinical-evolutionary, histopathological and immunohistochemical criteria.
The PID allowed for an organization chart to conclude the diagnosis and management cases
of PLPCB with diagnostic difficulties. The PID results made it possible to assess the
differentiation between malignant and benign lymphoproliferative processes through the ideal
cut-off value of the final score, with adequate specificity and accuracy.



Keywords: B-cell lymphoma; Pseudolymphoma; Polymerase Chain Reaction; Gene
rearrangement; Immunoglobulin Light Chains; Immunoglobulin Heavy Chains.
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1 INTRODUCAO

Processos linfoproliferativos cutaneos incluem pseudolinfomas (lesdes benignas e
reativas), proliferagdes linfoides atipicas (lesdes borderline para alguns autores) e linfomas.
Podem representar um continuum de lesdes (pseudolinfomas cutaneos/condicdes reativas,

proliferagdo linfoide atipica e linfomas) com potencial linfomatoso (Hussein, 2013b).

Pseudolinfoma cutaneo (PLC) refere-se a um grupo heterogéneo de processos
linfoproliferativos benignos reativos de células T ou B de diversas causas que simulam

linfomas cutineos de forma clinica e/ou histologica (Ploysangam et al., 1998).

A maioria dos pseudolinfomas ¢ idiopatica, mas alguns podem ocorrer devido
etiologias conhecidas como ingestdo de drogas e picadas de artrépodes. Evoluem com
resolugdo espontdnea ou apds tratamento local ou sistémico, mas alguns casos podem
apresentar recorréncia (Hussein, 2013b). Representam um grupo heterogéneo de entidades,
conhecidas por varias denominacdes ao longo da histéria, como “linfadenose benigna cutis”,
sarcoide de Spiegler-Fendt, linfocitoma cutis, linfoplasia cutanea e hiperplasia linfoide

cutanea (HLC) (Fernandez-Flores, 2013).

O PLC tem distribuicdo mundial e afeta todas as racas e grupos étnicos. Ocorre em
adultos e criangas. As mulheres sdo mais comumente afetadas que os homens. As lesdes
ocorrem geralmente em face, mas o pescogo e dorso também podem estar envolvidos (Engin
et al. 2014). Pacientes com PLC apresentam uma ampla variedade de apresentacdes clinicas e
caracteristicas histologicas que podem ser interpretadas erroneamente como linfomas
cutaneos. A interpretagdo erronea de pseudolinfomas como linfomas pode resultar em
tratamento desnecessario e prejudicial (Hussein, 2013b). Algumas evidéncias sugerem que os
pseudolinfomas podem evoluir para linfoma cutineo devido a estimulacdo antigénica
persistente (Bergman, 2010). Os PLC sao geralmente proliferagdes policlonais que regridem
espontaneamente ou apods o tratamento da etiologia de base (Hussein, 2013b). Raros casos
apresentam populacdes linfoides clonais e podem progredir para linfomas de baixo grau

(Sangueza et al., 1992; Kulow et al., 2002).
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Os linfomas representam grupos de desordens heterogéneas com caracteristicas
clinicopatoldgicas e moleculares relativamente bem definidas. Sao classificados em linfomas

de Hodgkin e linfomas nao-Hodgkin (Czuczman et al., 2010).

Uma variedade de neoplasias de células T e B podem acometer a pele, tanto primaria
quanto secundariamente. O termo “linfoma cutaneo primario” (LCP) refere-se a linfomas
cutaneos primdrios de células T (LCPCT) e linfomas cutidneos primarios de células B
(LCPCB) que apresentam acometimento cutaneo sem evidéncia de doenca extracutanea no
momento do diagnostico. Apos o trato gastrointestinal, a pele ¢ o segundo local mais comum
de linfoma ndo-Hodgkin extranodal, com uma incidéncia anual estimada em 1:100.000

(Willemze et al., 2005).

Os LCPCB geralmente apresentam comportamento clinico e prognostico
completamente diferente dos linfomas sistémicos, que podem envolver a pele
secundariamente e, portanto, requerem diferentes tipos de tratamento. Por esta razdo, sistemas
de classificagcdo recentes para linfomas ndo-Hodgkin, como a classificagdo da Organizagao
Europeia para Pesquisa e Tratamento do Cancer (European Organisation for Research and
Treatment of Cancer - EORTC) para linfomas cutaneos primarios e a classificacdo da
Organizacao Mundial de Saude (World Health Organization - WHO) para tumores de tecidos

hematopoiéticos e linfoides incluiram LCP como entidades separadas (Willemze et al., 2005).

O padrao ouro no diagnéstico de linfomas cutdneos ¢ uma solida correlacdo clinico-
patologica (Deonizio e Guitart 2012). As caracteristicas imunofenotipicas e a andlise
molecular (clonalidade) podem auxiliar na diferenciacdo dos PLC em relagdo aos linfomas. A
associacdo de caracteristicas clinicas, imuno-histoquimicas e moleculares, bem como dados
de seguimento clinico, auxiliam no diagnostico diferencial entre LCPCB e PLC (Hussein,

2013b).

A imunofenotipagem e estudo de clonalidade sdo relevantes por duas razodes
principais: (1) confirmar o diagnostico nos casos em que as apresentagdes clinicas e / ou
patologicas ndo sdo diagndsticas e (2) caracterizar melhor a natureza do linfoma. Os dados
adicionais sdao importantes, pois um diagnostico mais definido auxiliard os pacientes e seus
familiares a enfrentar as consequéncias do diagnéstico de linfoma. Saber se o linfoma ¢
primariamente cutaneo ou sistémico, além da subclassificacdo do tumor permitird ao clinico

prosseguir com um plano de tratamento mais apropriado (Deonizio e Guitart, 2012).
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Embora a neoplasia possa ser precedida pela expansdo oligoclonal de células pré-
malignas, ultimamente, ¢ mais bem definida pelo crescimento de células derivadas de uma
unica cé¢lula ou de uma expansao clonal. A deteccdo de uma populacdo monoclonal pode
auxiliar na diferenciagdo entre linfoma e um processo reacional. No entanto, a clonalidade
isolada ndo implica em malignidade e, da mesma forma, um resultado negativo de clonalidade
ndo implica necessariamente em processo benigno. Na exposi¢do as células apresentadoras de
antigenos, os linfocitos sdo preparados para agir contra epitopos especificos. Durante este
processo, os genes que codificam a imunoglobulina (Ig) do receptor de antigenos para células
B e os genes do receptor de células T (7-cell receptor - TCR) para células T sdo rearranjados

(Deonizio e Guitart, 2012).

O diagnoéstico de linfoma cutaneo na auséncia de envolvimento sistémico pode ser
dificil. A andlise molecular dos rearranjos génicos provou ser uma técnica sensivel na
detec¢do de populagdes clonais de linfocitos (Landa et al., 1993). Nas tltimas duas décadas, a
analise baseada na reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction - PCR) dos
rearranjos de Ig/TCR substituiram gradualmente a analise de Southern blot como método
padrao ouro para testes de clonalidade (Langerak et al., 2012). Nos ultimos anos, foi
apresentada uma nova abordagem de analise dos rearranjos de IgH e IgK através do
sequenciamento de proxima geracdo (Next-generation sequencing - NGS) (Scheijen et al.

2019).

Em um estudo colaborativo europeu (EuroClonality/ BIOMED-2), os ensaios de PCR
multiplex foram desenvolvidos com sucesso e padronizados para a deteccao da clonalidade
pelo rearranjo de genes de Ig e TCR. Na maioria dos pacientes com distirbios
linfoproliferativos suspeitos, histomorfologia ou citomorfologia suplementada com
imunohistologia ou imunofenotipagem por citometria de fluxo podem discriminar entre
linfoproliferagdes malignas e reativas. O diagnostico de doengas malignas linfoides pode ser
apoiado pela avaliagdo da clonalidade com base no fato de que, em principio, todas as células

malignas tém origem clonal comum (van Dongen et al., 2003).

A proliferacdo de anticorpos monoclonais utilizados em cortes de parafina como
marcadores linfocitarios, o desenvolvimento de meios moleculares para determinar a
clonalidade em distarbios linfoproliferativos e o avango nos sistemas de classificacdo para

linfomas cutdneos, melhoraram a capacidade de diferenciar PLC de LCP. Apesar do
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progresso notavel que foi feito, nenhum dos critérios clinicos, histologicos, imuno-
histoquimicos e moleculares atuais sdo absolutamente diagndsticos em PLC (Bergman, 2010).
Mas sim, o diagnostico ¢ fundamentado em uma constelagdo de achados clinicos, exclusao de
linfomas cutaneos e outros possiveis etiologias que resultam no diagnostico de PLC (Ayoubi
et al., 2020). Mesmo assim, uma porcentagem substancial de casos suspeitos de PLC
permanecem indefinidos, uma vez que a diferenciacdo de linfoma cutaneo pode ser muito

dificil (Bergman, 2010).

No presente estudo objetivou-se a analise da clonalidade do rearranjo génico através
da pesquisa das cadeias pesada (IgH) e leves (IgK e Igl) de Ig na contribuicdo da pesquisa
diagnéstica e diferenciagdo entre os linfomas e pseudolinfomas. Também a proposi¢do de um
protocolo de investigagdo para a conclusdao diagnoéstica final em processos linfoproliferativos

cutaneos de células B (PLPCB).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos primarios:

a)

aplicar e avaliar a utilidade da pesquisa de clonalidade através do rearranjo génico das
cadeias pesada e leves de Ig em material proveniente de bidpsias cutaneas no auxilio
diagndstico de PLPCB (PLC, LCPCB e casos com indefini¢do diagndstica) de
pacientes acompanhados no Ambulatério de Linfomas Cutineos da Divisao de Clinica

Dermatologica do HCFMUSP;

2.2 Objetivos secundarios:

a)

avaliar a funcionalidade da reacdo em cadeia de polimerase pelo protocolo BIOMED-
2/Euroclonality em amostras fixadas em formol e incluidas em parafina e/ou

congeladas;

b) propor um protocolo de investigagdo diagnostica para PLPCB baseado em critérios

clinico-evolutivos, na avaliacao histopatologica e imunohistoquimica e na pesquisa de

clonalidade de células B;

identificar a contribuicdo do protocolo proposto e proposicao de um algoritmo para a
conclusdo diagnostica final e conduta de casos de PLPCB com dificuldade

diagnostica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Pseudolinfomas

3.1.1 Historico e conceito

O termo pseudolinfoma cutaneo (PLC) ¢ dado a um grupo de desordens com
infiltracdo linfocitica que se assemelham de forma histoldgica ao linfoma cutineo (Arai et al.,

2005).

O conceito de PLC vem evoluindo h4a quase um século. Varios termos foram usados
para rotular essas lesdes. Foi em 1890 que Kaposi pela primeira vez usou o termo
“sarcomatosis cutis” para denotar lesdes benignas que simulavam sarcomas. Mais tarde,
Spiegler e Fendt usaram o termo sarcoide (Hussein, 2013b). Em 1923, Biberstein cunhou o
termo linfocitoma cutis (LC). Posteriormente, o termo linfadenose benigna cutis foi
introduzido por Bafverstedt em 1943. Em 1967, Lever introduziu o termo pseudolinfoma de
Spiegler e Fendt. Posteriormente, Caro e Helwig, em 1969, introduziram o termo hiperplasia
linfoide cutanea (Ploysangam et al., 1998). Outros termos usados para denominar os PLC sdo:
linfoplasia cutanea, pré-linfomas e hamartoma linfoide (Hussein, 2013b). A denominagao

HLC parece melhor descrever o curso clinico benigno (Miguel et al., 2018).

Pseudolinfomas ocorrem com mais frequéncia na pele, mas foram descritos em outros
orgaos, como o olho, lingua, glandula parétida, laringe, trato gastrointestinal, pulmao, rim,
mama (Miguel et al., 2018) e figado (Kwon et al., 2015). Dependendo do tipo de célula
predominante no infiltrado cutaneo, assim como nos linfomas, os PLC sdo geralmente
divididos em pseudolinfoma cutaneo de células B (PLCB) e pseudolinfoma cutaneo de células
T (PLCT). Em retrospecto, a maioria dos termos como LC, linfadenose benigna citis,
pseudolinfoma de Spiegler e Fendt e HLC foram concebidos para descrever PLCB. Embora o
reticuloide actinico tenha sido descrito pela primeira vez em 1969, o conceito de PLCT nao

foi amplamente aceito até o inicio dos anos 80 (Ploysangam et al., 1998).

A diferenciagdo cléssica entre lesdo benigna e neoplasia ¢ baseada na combinacdo de

achados histopatologicos € o comportamento final (metastase). Embora se tenha uma
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defini¢do final baseada no comportamento biolodgico da neoplasia, na rotina médica utiliza-se
principalmente a interpretacdo dos achados histologicos pelo patologista para determinar se
uma lesdo ¢ benigna ou maligna. Varios achados histoldgicos (por exemplo, caracteristicas
arquiteturais, pleomorfismo, hipercromasia e mitoses) sdo analisados para indicar o
diagnostico de malignidade. Embora estes achados auxiliem a diferenciar lesdes benignas de
malignas na maioria dos casos, algumas lesdes podem ter caracteristicas histologicas
sugestivas de malignidades ainda que um comportamento biologicamente benigno que

dificulta a definicao diagndstica final (Ploysangam et al., 1998).

Existe confusdo em relagdo ao conceito de pseudolinfoma. A definicdo estrita de
pseudolinfoma ¢ um processo que simula o linfoma, principalmente histologicamente, mas as
vezes clinicamente, que no momento do diagndstico parece ter um comportamento bioldgico
benigno e nao satisfaz os critérios para o linfoma maligno. O termo pseudolinfoma nao se
refere a uma doenga especifica, nem esclarece sobre a causa, mas implica simplesmente em
um processo de acimulo de linfocitos na pele em resposta a uma variedade de estimulos
conhecidos e desconhecidos (Ploysangam et al., 1998). E um termo descritivo que engloba
varias condi¢des reativas com etiologia, patogénese, apresentacdo clinica, histologia e
comportamento variados (Romero-Pérez et al., 2016). O termo carece de especificidade e
deve ser usado somente quando as causas e / ou mecanismos para a proliferagdo linfocitaria
ndo forem identificados. Sempre que possivel, termos mais especificos que impliquem a causa

da hiperplasia linfocitaria devem ser utilizados (Ploysangam et al., 1998).

3.1.2 Aspectos epidemioldgicos e etiologia

O PLC tem distribui¢ao mundial e afeta todas as ragas e grupos étnicos. Ocorre em
adultos e criangas. As mulheres sdo mais comumente afetadas que os homens (Engin et al.,
2014). Dados epidemiolédgicos sobre PLC sdo escassos, porém os PLCB parecem ser mais
comuns do que PLCT (Romero-Pérez et al., 2016). Nao hd dados disponiveis sobre a
incidéncia global e prevaléncia de PLCT. O PLCB desenvolve principalmente no inicio da
vida adulta, embora possa ocorrer em qualquer idade, com a idade mediana de 34 anos.
Aproximadamente dois tercos dos pacientes com PLCB apresentam-se com idade inferior a

40 anos na biopsia inicial. Nenhum caso familiar foi relatado (Ploysangam et al., 1998).
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PLC ¢ um processo linfoproliferativo de células T ou B policlonal reativo que pode ser
localizado ou disseminado na pele (Miguel et al., 2018). A maioria dos PLC ¢ idiopatica, mas
alguns sdo secundarios a etiologias conhecidas (Hussein, 2013b). Miguel et al. resumiram a
frequéncia das diferentes causas de PLC (Miguel et al., 2018) conforme detalhado na Figura 1
(Mitteldorf e Kempf, 2020). Algumas lesdes estdo associadas a exposi¢ao antigénica de
artropodes (mordidas, picadas e infestagdes), infecgdes (por exemplo Borrelia burgdorferi),
injecdes de hipossensibilizagdo ou medicamentos (Engin et al., 2014). Respostas reativas
que podem resultar em PLC incluem respostas a dermatite de contato, dermatose purpurica
pigmentada liquenoide, liquen escleroso e atréfico, estdgio inflamatorio da morfeia, sifilis
secundaria, paniculite lupica, reacdes de artrépodes, escabiose nodular, infecgdes virais como
orf, nddulo de ordenhador, herpes simplex/ zoster € molusco contagioso), tintas de tatuagem,
vacinas, traumas, joias para perfuracdo de orelhas, como ouro, acupuntura, hirudoterapia,
leishmaniose e reagdes a drogas (Miguel et al., 2018). A identificagdo do agente etioldgico e
acompanhamento prolongado sdo consideradas etapas importantes para averiguar a natureza

reativa benigna dos PLC (Hussein, 2013b).

Figura 1 - Etiologia dos pseudolinfomas cutineos
Etiologia dos PLC

) _ Hirudoterapia Pés viral  HIV
InjecSes/Mordidas 4% \ 2% /_2%

5%

Linfocitoma por
Borrelia
7%

Vacinas/
imunoterapia
especifica
9%

Outros Reagoes a
16% tatuagens
26%

FONTE: modificado de Miguel et al., 2018.
Frequéncia das diferentes causas de pseudolinfomas cutaneos.

Medicamentos que podem causar PLC incluem anticonvulsivantes, antipsicéticos,
anti-hipertensivos, citotoxicos, antirreumaticos, antibidticos, ansioliticos, anti-histaminicos,

antiarritmicos, esteroides sexuais, agentes hipolipemiantes e, mais recentemente, agentes anti-
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fator de necrose tumoral alfa, tocilizumabe e ciclosporina (Miguel et al., 2018), conforme

detalhado na Tabela 1.

Tabela 1 - Principais drogas desencadeadoras de pseudolinfomas

Classe Drogas
___

Anticonvulsivantes Fenitoina, carbamazepina, mefenitoina, trimetadiona,
fenobarbital, primidona, butabarbital, mesuximida,
fensuximida

Antipsicoticos Clorpromazina, tioridazina, prometazina,

Anti-hipertensivos

Inibidores da enzima de conversao da
angiotensina

Beta-Bloqueadores

Bloqueadores dos canais de célcio
Diuréticos

Citotoxicos

Antirreumaticos

Antibidticos
Antidepressivos

Ansioliticos
Anti-histaminicos
Antagonistas de receptores H2
Antiarritmicos

Agentes topicos

Esteroides sexuais

Agentes hipolipemiantes
Biologicos

Outros

metilfenidato
Captopril, enalapril, benazepril

Atenolol, labetalol

Verapamil, diltiazem

Hidroclorotiazida, amirolida

Ciclosporina , metotrexato

Ouro, salicilatos, fenacetina, D-penicilamina,
alopurinol, antiinflamatorios ndo esteroidais
Penicilina, dapsona, nitrofurantoina, vancomicina
Fluoxetina, doxepina, desipramina amitriptilina, litio

Benzodiazepinicos (clonazepam, lorazepam)
Difenidramina

Cimetidina, ranitidina

Cloreto de mexiletina, procainamida
Mentol, eugenol

Estrogénio, progesterona

Lovastatina

Adalimumabe, infliximabe, etanercept
Lornoxicam, acido zoledronico

FONTE: Engin et al., 2014. Romero-Pérez et al., 2016.

As terapias alvo com agentes biologicos tém se tornando cada vez mais rotineiras no

tratamento de varios distirbios inflamatorios e neopldsicos com relatos de casos de PLC
associado a terapia com biologicos (Magro et al., 2018). Em 2014, Safa et al. relataram um
paciente que desenvolveu eritrodermia em associacdo ao uso de infliximabe para doenca de
Crohn refrataria com manifestagdes clinicas de eritrodermia pruriginosa, queratodermia
palmo plantar e linfadenopatia generalizada. Tanto biopsia de pele quanto linfonodo
demonstraram uma predominancia de infiltrado de células T CD8" (Safa et al., 2014). Em

2016, Carvalhana relatou o desenvolvimento de PLC apds 4 anos do inicio de infliximabe
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para a doenca de Crohn (Carvalhana et al., 2016). Em 2020, Ayoubi et al. relataram o
diagnoéstico de pseudolinfoma induzido por ipilimumabe/nivolumabe em um paciente com

melanoma metastatico (Ayoubi et al., 2020).

A pele € um o6rgao dos sistemas imunoldgico e linfoide. O tecido linfoide associado a
pele (skin-associated lymphoid tissue - SALT) anédlogo ao tecido linfoide associado & mucosa
(mucosa-associated lymphoid tissue - MALT) prolifera na pele em resposta a estimulacio
antigénica. Praticamente todos os linfocitos do SALT sao células T, enquanto as células B
estdo quase ausentes. O SALT apresenta todos os tipos celulares necessarios para iniciar uma
resposta imune e, assim, funciona como um tecido linfoide periférico que pode regular a
imunidade da pele. A resposta a estimulagdo antigénica persistente ocorre por expansiao de
linfécitos T e células apresentadoras de antigenos. Hussein considera PLC como
proliferagdes inflamatdrias e reativas do SALT apos estimulacao antigénica das células do
sistema imune da pele. A diversidade morfologica do PLC reflete a exposi¢do a uma enorme
quantidade de antigenos com diferentes respostas a diferentes epitopos. Alguns antigenos
podem estimular as células B, outros podem estimular as células T e ainda existem antigenos

que podem estimular as células B e T (Hussein, 2013Db).

Os PLC sao geralmente proliferagdes policlonais que regridem espontaneamente ou
apods o tratamento da etiologia subjacente (Hussein, 2013b). Raros casos abrigam populagdes
linfoides clonais e podem progredir para linfomas de baixo grau (Kulow et al., 2002). Kulow
et al. revisaram retrospectivamente quatro pacientes com diagnoéstico inicial de PLCB. Os
pacientes tiveram um curso clinico progressivo ao longo de um intervalo de 17-51 meses e
desenvolveram linfomas cutaneos de células B (Hussein, 2013b). A confusdo em relagdo a
nosologia do PLC e sua relagdo com outros distirbios linfoproliferativos surgem devido a esta
observacdo de que alguns pacientes com pseudolinfoma eventualmente progrediram para
linfoma (Ploysangam et al., 1998). Em muitos desses casos, o estudo inicial de rearranjo de
gene demonstrou presenca de bandas clonais. Ainda ndo estd claro se esses pacientes
apresentavam linfomas que inicialmente tiveram diagnostico histologico errdneo de PLC
devido a falta de critérios suficientes, ou se a presenga inicial de clones de linfécitos em PLC
foi uma etapa inicial de progressao para linfoma cutdneo. A estimulacdo antigénica
persistente foi sugerida como causa para esta ocorréncia (Tian et al., 2019). O principal

modelo de progressdo de hiperplasia linfoide em linfoma por estimulacdo antigénica
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persistente seria o linfoma de tecido linfatico associado a mucosa gastrica, que acredita ser

induzido pela infecgdo persistente por Helicobacter pylori (Bergman, 2010).

A proliferagdo linfoide atipica cutdnea ¢ um termo descritivo usado quando nao ¢
possivel ao patologista diferenciar entre a natureza benigna e maligna de um determinado
infiltrado linfoide. Essas lesdes linfoproliferativas atipicas representam condicdes
biologicamente indeterminadas que tém algumas caracteristicas clinicopatologicas
preocupantes, mas nao podem ser interpretadas como linfomas usando todos os critérios
atualmente disponiveis. Possuem alguma probabilidade de progressao para linfomas (Hussein,
2013b). Quando confrontado com uma lesdo linfoproliferativa cutdnea, o patologista deve
usar todos os recursos para interpreta-la da forma mais precisa possivel e, portanto,
categoriza-la em uma das duas categorias: condi¢cao inequivocamente benigna (pseudolinfoma
cutaneo/reativo) ou linfomas. Os recursos incluem estudos imuno-histoquimicos e
moleculares, obtencdo de opinido de especialista e nova biopsia (Hussein, 2013a). A
combinagcdo de critérios histoldgicos, imunofenotipicos e estudos de rearranjo génico,
juntamente com o quadro clinico, continuam sendo a melhor maneira de avaliar a

agressividade de uma determinada lesao linfoproliferativa (Hussein, 2013b).

3.1.3 Aspectos classificatdrios, manifestagdes clinicas e histopatologia

A apresentacdo clinica do PLC abrange amplo espectro de noddulo solitario ou
agrupado, pépulas disseminadas até eritrodermia (Mitteldorf e Kempf, 2017). Os PLC
geralmente envolvem as areas expostas, como regido da cabega e pescoco e extremidades
superiores (Hussein, 2013b). Algumas lesdes mostram regressdo apos a bidpsia, mas muitos
persistem por varios meses ou mesmo anos. Recorréncias podem ser observadas
particularmente apds a reexposicdo ao agente indutor em casos induzidos por drogas ou
alérgenos. Se um agente causador foi identificado, deve ser removido, sempre que possivel

(Mitteldorf e Kempf, 2017).

Os PLC abrangem condig¢des cutaneas reativas com diferentes etiologias, patogénese e
apresentacdes clinicopatoldgicas (Bergman et al., 2011). Em contraste com os linfomas
cutdneos, existem apenas algumas propostas de classificagdes de PLC que ndo sdo

consensuais (Mitteldorf e Kempf, 2020). Os PLC sao tradicionalmente divididos em PLCT e
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PLCB (Tabela 2) conforme o predominio de linfocitos no infiltrado (Ploysangam et al., 1998),
embora em muitas condi¢gdes essa distingdo seja artificial. Por exemplo, PLC induzidos por
drogas podem apresentar tanto padrao de células T quanto de células B e a mesma droga

pode induzir padroes diferentes em pacientes diferentes (Cerroni, 2020).

Tabela 2 - Classificacdo dos pseudolinfomas cutineos conforme predominio do
infiltrado linfocitario

Grupos principais Subtipos

Pseudolinfomas cutaneos - PLCT idiopatico

de células T (padrao em - Erupcéo linfomatoide a drogas (maioria dos casos)
faixa) - Dermatite de contato linfomatoide

- Escabiose nodular (poucos casos)
- Reticuloide actinico
- Papulose linfomatoide (tipo B)

- PLCT clonal
Pseudolinfomas cutaneos - Sindrome de pseudolinfoma induzido por anticonvulsivante (poucos
de células T (padrao casos)
nodular) - Reagdo nodular persistente a picada de artropodes (maioria dos casos)

- Escabiose nodular (maioria dos casos)
- Angioqueratoma pseudolinfomatoso acral (maioria dos casos)
- Papulose linfomatoide (tipo A)

Pseudolinfomas cutaneos - Linfocitoma cutis idiopatico
de células B (padrao - Linfocitoma cutis pela Borrelia
nodular) - Linfocitoma cutis induzido por tatuagem

- Linfocitoma cutis em cicatriz p6s herpes zoster

- Linfocitoma cutis causado por injecdo de antigeno/acupuntura

- Reacdo nodular persistente a picada de artropodes (poucos casos )
- Erupcéo linfomatoide a drogas (poucos casos)

- Angioqueratoma pseudolinfomatoso acral (poucos casos)

- PLCB clonal

FONTE: Ploysangam et al.,1998.

Outra proposta de classificacdo dos PLC ¢ relacionada a associagdo de entidades
clinico-patologicas especificas (Tabela 3) (Cerroni, 2020). Houve aumento dos PLC nos
ultimos anos com a inclusdo de varias condigdes reativas com caracteristicas histopatologicas
que simulam linfomas verdadeiros (Romero-Pérez et al., 2016). Mas ¢ relevante salientar que
alguns dos casos publicados representam entidades reativas que, em raras excegdes, podem
simular histopatologicamente um linfoma cutaneo. Assim tais condi¢cdes ndo representam em
geral um pseudolinfoma, mas podem simular um linfoma em casos excepcionais (Cerroni,

2020).
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Tabela 3 - Classificacdo dos pseudolinfomas cutaneos conforme associa¢do com

entidades clinico-patol()gicas

Entidade clinico-patolésica

Linfoma simulado

Dermatite actinica cronica (reticuloide actinico)

Dermatite de contato linfomatoide

Mucinose folicular ndo associada a MF e outros infiltrados
foliculotropicos benignos

Ceratose (‘linfomatoide’) liquenoide (incluindo pseudolinfoma de
células B / T idiopatico solitario)

Liquen aureus/dermatite purptirica pigmentada liquenoide
Liquen escleroso

Vitiligo (estagio inflamatorio)

Dermatite anular liquenoide juvenil

Acrodermatite cronica atrofica pseudolinfomatosa (variante
superficial)

Dermatite atopica pseudolinfomatosa

Eritrodermia ndo neoplasica em pacientes adultos

Infiltrados cutaneos superficiais CD8" em pacientes infectados com

HIV ou em outras deficiéncias imunoldgicas

Reagdo medicamentosa linfomatoide, tipo liquenoide
Pseudolinfomas em tatuagens, tipo liquenoide

Pseudolinfomas ap6s vacinagao, tipo liquenoide

Sifilis secundaria (variante superficial)

Pitiriase liquenoide

Lupus eritematoso (variante superficial)

Infiltrados pseudolinfomatosos ocasionais em outros desordens
inflamatorias (por exemplo, liquen plano, psoriase, penfigoide
bolhoso, etc.)

Pseudolinfoma em infecgdes por herpes simplex ou herpes zoster
Pitiriase liquenoide, incluindo a variante ulceronecrética
Lupus eritematoso, variante angiocéntrica

Sifilis secundaria, pobre em plasmocitos

Infiltrados linfoides atipicos (CD30") associados a orf, nédulo de
ordenhador, molusco contagioso, ¢ outras desordens infecciosas ou
nao infecciosas

Reagdes persistentes de picaduras de artropodes (incluindo escabiose

nodular)

Sifilis primaria

Paniculite lupica

Paniculite lipoatréfica dos tornozelos

Paniculite lobular em criangas com deficiéncias imunologicas
congeénitas

Angioqueratoma pseudolinfomatoso acral de criangcas (APACHE)
Pseudolinfoma polipoide angiomatoide rico em células T

Placa linfoplasmocitica pré-tibial em criangas

(Pseudolinfoma angiomatoide rico em células B/T)

Infiltrados cutaneos nodulares pseudolinfomatosos em deficiéncias
imunoldgicas congénitas

Pseudolinfoma em tatuagem (variante nodular rica em células T)
Hidroa vaciniforme convencional

Micose fungoide/Sindrome
de Sézary

Linfoma citotoxico de
células T/NK ou papulose
linfomatoide/ linfoma
anaplasico de grandes
células cutaneo

Papulose linfomatoide/
linfoma anaplasico de
grandes células cutaneo

Linfoma subcutaneo de
células T paniculite-simile

Desordem linfoproliferativa
cutanea de células T CD4"
pequenas/médias ou
linfoma da zona marginal
Linfoma hidroa vaciniforme
-simile

(continua)
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Entidade clinico-patol()gica

Linfoma simulado

(continuagao)

Linfocitoma cutis (associado a Borrelia)

Linfocitoma cutis devido a varias causas (nao associado a Borrelia)
Pseudolinfoma apos vacinagdo, de células B

Reagao linfomatoide a medicamento, de células B

Granuloma plasmocitico cutdneo

Pseudolinfoma em tatuagens, de células B

Acrodermatite cronica atrofica pseudolinfomatosa, tipo plasmocitico
nodular

Erupgao por droga pseudolinfomatosa com populagido proeminente de
plasmocitos

Sifilis secundaria (tipo nodular rico em plasmocitos)
Esclerodermia/morfeia localizada, estagio inflamatorio
Plasmocitose cutinea e sistémica

Manifestagdes cutineas da doenca de Castleman

Lupus timido/infiltracdo linfocitica da pele (Jessner — Kanof)

Hematopoiese cutanea extramedular
Sindrome de Sweet histiocitoide

Histiocitose intralinfatica
Proliferacdo intralinfatica benigna de blastos linfoides de células T

Linfoma centrofolicular ou
linfoma difuso de grande
célula B

Linfoma de zona marginal

Manifestagoes cutaneas de
leucemia linfocitica cronica
de células B

Manifestagdes cutaneas de
leucemia mieloide

Linfoma intravascular
difuso de grandes células,
linfoma anaplasico de
grandes células
intralinfatico ou papulose
linfomatoide intralinfatico

FONTE: Skin lymphoma: the ilustrated guide, 5 edigdo, 2020.

Nenhuma das propostas prévias de classificacdo considera possibilidade de

sobreposicdo das caracteristicas. Além disso, o fenotipo e a etiologia ndo sdo evidentes a

primeira vista; sendo necessaria investigacdo diagndstica complementar. A composi¢ao do

infiltrado ¢ variavel, sendo influenciada pela genética e fatores imunologicos do hospedeiro,

conforme observacao de que o mesmo agente (por exemplo, Borrelia sp.) podem induzir tanto

PLCB quanto PLCT. Recentemente, foi sugerida uma classificagdo de PCL em quatro grupos

principais baseada nas caracteristicas histopatologicas e clinicas (Mitteldorf e Kempf, 2020),

detalhadas a seguir (Tabela 4) :

a) pseudolinfoma nodular: representa 0 PLC mais comum (“PLC classico”). Simulam

LCPCB ou LCPCT tanto clinica quanto histopatologicamente, e sdo caracterizado por

nodulos solitarios ou multiplos;
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b) pseudolinfomas como simuladores de micose fungoide (MF) e outros LCCT: simulam
MF ou outros LCCT, principalmente em achados histopatologicos e apresentam amplo
espectro clinico;

c¢) outros pseudolinfomas: entidades clinicas distintas relatadas na literatura como PLC;

d) pseudolinfoma intravascular: acimulo de linfocitos reativos com aparéncia atipica no

interior de pequenos vasos linfaticos.

Tabela 4 - Classificacdo de pseudolinfomas cutineos baseada em caracteristicas clinicas
e histopatolégicas

Grupos principais Subtipos

Pseudolinfoma nodular - Pseudolinfoma de células B nodular
- Pseudolinfoma de células B nodular associado a
Borrelia

- Pseudolinfoma de células T e misto nodular
- Pseudolinfoma de células T nodular CD30"

Pseudolinfomas simuladores de - Dermatite de contato linfomatoide
micose fungoide ou de outros - Reagdo linfomatoide a drogas
linfomas cutaneos de células T - Reticuloide actinico
- Pseudolinfoma de células T CD8" na
imunodeficiéncia

- Infecgdes simuladoras de linfomas de células T:
Pseudolinfoma de células T associado a Borrelia
Pseudolinfoma de células T associado a leishmaniose®
Pseudolinfoma de células T associado ao herpes virus
Pseudolinfoma associado a sifilis
Outras infec¢des simuladoras de linfomas cutaneos de
células T
- Dermatoses inflamatodrias simuladoras de linfomas
cutaneos de células T

Outros pseudolinfomas - Pseudolinfoma angiomatoide rico em células T:
Angioqueratoma pseudolinfomatoso acral
Pseudolinfoma polipoide angiomatoide rico em
células T
Hiperplasia cutanea primaria angioplasmocelular
Placa linfoplasmocitica
- Plasmocitose cutanea

Pseudolinfomas intravasculares Linfoproliferacdo intravascular atipica benigna
(CD30")

*Também ocorre como pseudolinfoma de células T nodular.
FONTE : Mitteldorf & Kempf, 2020.
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3.1.3.1 Pseudolinfoma nodular

3.1.3.1.1 Pseudolinfoma de células B nodular

O PLC nodular representa uma das formas mais comuns de PLC. Pode ser classificado
de acordo com o infiltrado linfocitico predominante em PLCB (predominio de linfécitos B),
PLCT (predominio de linfocitos T) e misto (presenga de de linfécitos B e T). PLCB ¢
frequentemente também referido como LC ou HLC. PLCB nodular se apresenta na maioria
dos casos como nédulo solitario avermelhado, violaceo ou acastanhado, medindo até 4 cm. As
vezes, alguns nodulos sdo agrupados. Cerca de 10% a 15% dos pacientes desenvolvem

pépulas e noddulos disseminados (forma disseminada) (van Vloten e Willemze, 2003).

Uma forma miliaria-simile, com multiplas papulas de alguns milimetros de didmetro,
também foi relatada. Representa uma entidade rara com menos de 50 casos relatados no
mundo. Mulheres de meia-idade sdo mais comumente afetadas. Manifesta-se como erup¢ao
cutdnea assintomatica ou levemente pruriginosa caracterizada por numerosas papulas
monomorficas translicidas de 1 a 2 mm geralmente localizadas na face ou pescoco em um
padrdo simétrico. Em casos raros, pequenas papulas podem ser acompanhadas de ndodulos

(Moulonguet et al., 2012).

PLCB nodular ¢ caracterizado por infiltrados linfociticos densos, predominantemente
intradérmicos (nodulares ou difusos). Estende-se ao tecido subcutaneo em alguns casos. Em
geral, o infiltrado consiste em linfocitos B de tamanho pequeno a médio, sem atipia nuclear.
Centros germinativos reativos sdo comumente encontrados e frequentemente contém
macrofagos com corpos tingiveis. Em muitos casos, o infiltrado apresenta plasmdcitos,
eosinofilos e/ ou histiocitos. A presencga de linfocitos T € varidvel, mas geralmente nao excede
30% de todo o infiltrado. O infiltrado consiste predominantemente em linfocitos B que
expressam marcadores tipicos de células B, como CD19, CD20, CD79a e PAX-5. Os centros
germinativos reativos expressam BCL-6 e sdo negativos para BCL-2. As redes de células
dendriticas foliculares (CDF) podem ser destacadas pela marcagao de CD21, e geralmente sao
nitidamente demarcadas. Isto ¢ um achado importante para determinar os centros
germinativos como reativos. O indice proliferativo (Ki-67) ¢ elevado, especialmente no centro

germinativo. As células B interfoliculares expressam BCL-2 e sdo negativas para BCL-6
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(Mitteldorf e Kempf, 2020). Com algumas excecdes, ndo ¢ encontrado rearranjo monoclonal
dos genes da cadeia pesada de Ig. A pesquisa da expressdo de cadeias leves kappa (K) e
lambda (L) de Ig por plasmocitos € realizada através de estudo imuno-histoquimico ou
hibridiza¢ao in situ (Mitteldorf e Kempf, 2017). A presenca de expressdo monotipica de
cadeias leves ¢ considerado nas razdes K/L de mais do que 10: 1 ou menos do que 0,5: 1
(Ploysangam et al., 1998). A variabilidade da propor¢ao reflete as diferencas nas proporgdes
normais para K e L; K geralmente predomina de 2 a 4 x, enquanto L ¢ normalmente de
metade a um quarto dos plasmocitos kappa-positivos. Os diagnosticos diferenciais mais
importantes sdo LCPB indolentes (especialmente LCPZM e LCPCF) e linfomas cutineos
secundarios de células B (Mitteldorf e Kempf, 2020).

3.1.3.1.2 Pseudolinfoma de células B nodular associado a Borrelia

PLCB nodular associado a Borrelia ¢ frequentemente referido pelos sindnimos LC
associado a Borrelia (Ploysangam et al., 1998) e linfadenose cutis benigna (Mitteldorf e
Kempf, 2017). E uma manifestagdo rara da infeccio por B. burgdorferi (Ploysangam et al.,
1998) e corresponde a cerca de 1% das infecgdes clinicas aparentes. Este diagndstico pode
ser feito através de uma combinagdo de histopatologia e deteccao de DNA de B. burgdorferi
no tecido por PCR. O contexto clinico (histéria de picada de carrapato, acometimento dos
locais de predilecdo e sorologia) ¢ também util (Mitteldorf e Kempf, 2020). Ocorre mais
comumente em areas endémicas para o carrapato Ixodes ricinus na Europa e ¢ raro na
América do Norte (Ploysangam et al., 1998; Engin et al., 2014). Parece ser mais comum em
criancas do que em adultos. Clinicamente, apresenta-se como nddulo solitario
eritematoviolaceo localizado nos 16bulos das orelhas, mamilos e escroto de caucasianos; uma
razao para estes sitios de predilecdes pode ser a temperatura corporal mais baixa nessas areas.
Cerca de 10% a 15% dos casos exibem lesdes cutdneas multifocais. O tronco e as

extremidades também podem estar envolvidos (Colli et al., 2004).

Na histopatologia ocorre infiltrado dérmico ou subcutaneo de linfécitos B associado
com grandes centros germinativos confluentes com zonas do manto pequenas ou mesmo
ausentes. A falta de polarizacdo ¢ encontrada em até 20% em alguns casos. Por causa da

confluéncia dos grandes centros germinativos pode ocorrer muitas caracteristicas de
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sobreposi¢cdo com LCPCF com padrio de crescimento folicular (Boudova et al., 2005).
Achados imuno-histoquimicos sdo idénticos aos descritos em PLCB nodular classico

(Mitteldorf e Kempf, 2020).

3.1.3.1.3 Pseudolinfoma de células T nodular e pseudolinfoma misto nodular

PLCT nodular ¢ definido como um infiltrado predominante de linfécitos T. Nos
quadros de pseudolinfoma misto nodular sdo encontradas a mesma proporc¢ao de linfocitos T
e B. PLCT nodular e pseudolinfoma misto nodular geralmente ocorrem como nodulos
eritematosos ou violaceos solitarios ou multiplos semelhantes ao PLCB nodular. E uma
questdo controversa se o PLCT nodular corresponderia ao quadro idéntico da desordem
linfoproliferativa de células T CD4" pequenas/médias que se apresenta na maioria dos casos
como placa ou nodulo solitario, predominantemente localizado na cabeca e pescogo
(Mitteldorf e Kempf, 2020). Nao existem dados epidemiologicos detalhados sobre a
prevaléncia de PLCT nodular ou pseudolinfoma misto nodular. Afetam pacientes de ambos os

sexos, todas as idades e grupos étnicos (Mitteldorf e Kempf, 2017).

No PLCT nodular e PLC misto nodular ocorre infiltrado linfocitico nodular ou difuso
que acomete a derme e as vezes também o tecido subcutineo superficial. Os linfocitos sdo
predominantemente pequenos e evidenciam nucleos de cromatina densa. O nimero de
eosinofilos, plasmocitos, histiocitos e linfocitos B associados € variavel. Raramente observa-
se a formacdo de granuloma e centros germinativos. Em alguns casos ocorre invasdo de
linfocitos T na epiderme e no epitélio dos foliculos capilares. A maioria dos linfocitos
expressa CD3, CD4 e sao negativos para CD30. O nimero de linfocitos B ¢ variavel e pode
atingir até 30% do infiltrado. As células T atipicas de tamanho médio a grande expressam PD-

1, CXCL-13 e BCL-6 e sdo negativas para CD10(Cetindzman et al., 2012).

A diferenciagdo de PLCT nodular da desordem linfoproliferativa de células T CD4"
pequenas/médias ¢ um assunto controverso, pois apresentam sobreposicdo de inumeras
caracteristicas histoldgicas e imunofenotipicas , inclusive expressao idéntica de PD-1, BCL-6
e CXCL-13 (Cetindzman et al., 2012). PLCT nodular e PLC misto nodular também devem ser
diferenciados da MF estdgio tumoral que se apresenta como infiltrados predominantemente

dérmicos localizados com numero variavel de células T atipicas de tamanho médio ou grande.
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A citomorfologia dos linfocitos ¢ um critério importante para diferenciar essas entidades. O
epidermotropismo no estagio MF tumoral ¢ menos proeminente do que nos estagios iniciais
da doenca. No entanto, o critério mais importante para a discriminagdo € a apresentagao
clinica, especialmente a existéncia de patches e placas em MF. Outro diagndstico diferencial
abrange infiltracdo cutanea secunddria como linfoma angioimunoblastico de células T que
apresenta infiltrado de células T neoplédsicas pequenas ou ligeiramente aumentadas com
expressao de CD4 e PD-1 em associagdo com grande ntimero de células B. O contexto
clinico (principalmente sintomas B e envolvimento nodal), alto indice de proliferacao e
associacdo de EBV (Epstein-Barr virus ) em alguns casos, podem ser tteis para o diagnostico

(Mitteldorf e Kempf, 2020).

A foliculite pseudolinfomatosa compreende casos com infiltrados predominantemente
perifoliculares. Foi relatado pela primeira vez em 1988 por Kibbi et al. e se manifesta
principalmente como nodulo solitario com predilecdo pela face (Kibbi et al., 1988).
Apresenta-se menos frequentemente através de varias lesdes cupuliformes ou nodulares na
face, couro cabeludo ou tronco (Romero-Pérez et al., 2016). Ocorre infiltrado linfocitico
dérmico denso (células T e B) estendendo-se para o subcutaneo. Os foliculos capilares sao
irregularmente aumentados e deformados com a permeacdo do epitélio por células linfoides
(ativagao dos foliculos pilosos) (Hussein, 2013b). Uma caracteristica importante ¢ a exocitose
proeminente de linfocitos nos foliculos capilares. O infiltrado consiste predominantemente em
linfocitos T CD3" e CD4', associagdo com niimero variavel de linfocitos B é frequentemente
encontrada. Numerosas células T também sdo positivas para PD-1 ou outros marcadores de
células T foliculares auxiliares (Mitteldorf e Kempf, 2020). Agregados histiociticos
perifoliculares (S100" e células CDIA") sdo geralmente observados (Hussein, 2013b).

Estudos de rearranjo mostram infiltrado policlonal (Bergman, 2010).

3.1.3.1.4 Pseudolinfoma de células T CD30" nodular

Pseudolinfoma de células T CD30" nodular representa um subtipo histolégico de PLC
de células T, que se caracteriza pela presenca de células atipicas T CD30" de tamanho médio
a grande. Tem sido relatado no contexto de varias infec¢des e doengas (Kempf, 2006). Devido

ao espectro clinico e histologico heterogéneo, ¢ dificil atribui-lo a apenas um grupo de PLC.
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A literatura usa o termo pseudolinfoma T CD30" se as células T CD30" estiverem presentes
no infiltrado, mesmo se o padrao for semelhante ao MF. A apresentacdo clinica inclui papulas
ou pequenos nodulos. Maioria destas lesdes nao sofre regressao espontanea durante semanas a
meses, em contraste com a papulose linfomatoide que ¢ clinicamente caracterizada por surtos
alternados de surgimento e regressio de lesdes. Pseudolinfoma de células T CD30" nodular
foi associado a reacdo de picada de artrépodes, escabiose (principalmente em noddulos
escabioticos persistentes) e infeccdes por virus (especialmente molusco contagioso, orf ou
ectima contagioso, ndédulo de ordenhador e infec¢ao por herpes virus) (Mitteldorf e Kempf,

2020).

Na histopatologia ¢ caracterizado por um infiltrado linfocitico misto na derme, com
células T CD30" atipicas de tamanho médio a grande que coexpressam CD3 e CD4 ou, menos
comumente CD8. As células T CD30" ndo formam agrupamentos, mas sdo distribuidas pelo
infiltrado. Podem ser encontradas numerosas células T pequenas, além disso, a presencga de
grande ntimero de células B e plasmoécitos podem ser indicativo para a existéncia de processo
reativo. Em muitos casos, o diagndstico correto pode ser feito apenas com a identificacao da
doenca subjacente. A papulose linfomatoide (particularmente tipo A) ¢ o diagndstico
diferencial mais importante. No PLCT nodular CD30" ocorre menor niimero de células
CD30" com disposi¢do mais dispersa e ndo organizado em feixes ou agrupamentos como na
papulose linfomatoide (Mitteldorf e Kempf, 2020). Estudos de rearranjo mostram um padrao

policlonal (Romero-Pérez et al., 2016).

3.1.3.2 Pseudolinfomas como simuladores de micose fungoide e outros LCCT

O termo “pseudo-MF” descreve um grupo de desordens de diferentes etiologias, que
histologicamente simulam a MF. A correlagdo clinico-patologica ¢ crucial para evitar
interpretacdes erroneas. A “pseudo-MF” ¢ caracterizada por infiltrado em faixa ou
perivascular principalmente de pequenos linfocitos, que mostram exocitose na epiderme e
podem exibir discreta atipia nuclear simulando assim o linfoma cutaneo epidermotropico de
células T. O predominio de células CD4" ou CD8+ pode ser encontrada, além de uma
expressdo variavel de CD30". Achados de atipia nuclear intensa, predominancia de células

médias a grandes, perda de marcadores de células pan-T e rearranjo monoclonal de genes de
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TCR favorecem o diagndstico de LCPCT. O diagnostico diferencial de sindrome de Sézary

(SS) pode ser excluido pelo exame de sangue periférico (Mitteldorf e Kempf, 2017).

3.1.3.2.1 Dermatite de contato linfomatoide

Trata-se de uma dermatite de contato alérgica crdnica e persistente, histologicamente
semelhante a MF. Foi descrita inicialmente em 1976 por Orbaneja et al. Apresenta- se
clinicamente como papulas e placas eritematosas pruriginosas generalizadas e descamativas
(Romero-Pérez et al., 2016). Pode ocorrer eritrodermia esfoliativa (Ploysangam et al., 1998).
Os principais agentes topicos envolvidos sdo parafenilenodiamina, ouro, niquel, zinco,
formaldeido, etilenodiamina, cobalto (Magro et al., 2018), metilcloroisotiazolinona e metiliso-
tiazolinona. Testes de contato evidenciam a sensibilizacdo e ocorre resolucao ao evitar a
exposicdo aos alérgenos envolvidos (Romero-Pérez et al., 2016). Ocorre principalmente em

adultos e afeta ambos os sexos (Mitteldorf e Kempf, 2020).

Na histopatologia ocorre infiltrado celular em faixa superficial com epidermotropismo
de células T que se assemelha a MF. A espongiose epidérmica ou microvesiculacao
espongidtica podem estar presente, o que ajuda a diferencia-la de MF que pode apresentar
espongiose, mas ndo microvesiculagdo. Frequentemente, hd edema na derme papilar, um
achado que geralmente estd ausente em MF (Engin et al., 2014). Falsas cole¢des de Pautrier
(acamulos intraepidérmicos de células de Langerhans) podem ser observadas e as vezes
interpretadas erroneamente como verdadeiras cole¢des de Pautrier. Em contraste com MF, a
proporcio de linfocitos CD4"™ a CD8" ¢ equilibrada. Linfocitos CD30" podem estar presentes
(Mitteldorf e Kempf, 2020).

3.1.3.2.2 Reagado linfomatoide a drogas

Reagdo linfomatoide a drogas se apresenta comumente através de maculas ou papulas
(Mitteldorf e Kempf, 2020). Magro et al. mencionaram caracteristicas clinicas que favorecem
uma reacdo desencadeada por drogas: (a) um inicio abrupto com menos de 6 meses de

duracdo , (b) simetria da erupgdo e (c) envolvimento de 4reas fotoexpostas (Magro et al.,



43

2018). Na reacdo linfomatoide a drogas pode ocorrer predominio de células T ou B.
Curiosamente, diferencas individuais podem ser observadas: o mesmo farmaco pode
ocasionar diferentes fendtipos a diferentes individuos (célula T ou célula B). A maioria dos
casos de PLC desencadeados por medicamentos sao PLCT, mas também foram relatados
casos de PLCB. Geralmente maculas e/ou placas eritematosas infiltradas multiplas e,
ocasionalmente, eritrodermia sdo observados em PCLT induzidos por drogas. As principais
drogas implicadas sdo a fenitoina e os inibidores da enzima conversora de angiotensina

(Engin et al., 2014), outras drogas relacionadas aos PCL estdo detalhadas em Tabela 1.

Muitos pacientes com erupgdes linfomatoides por drogas também sao relatados sob o
titulo PLC desencadeado por drogas ou sindrome de PLC desencadeado por drogas
(Ploysangam et al., 1998). A sindrome de PLC desencadeada por drogas inclui duas reagdes
adversas cutineas a medicamentos: sindrome de hipersensibilidade (com sintomas
constitucionais) e pseudolinfoma desencadeado por medicamento (sem sintomas
constitucionais). A sindrome de hipersensibilidade tem inicio agudo e ocorre nos 2 primeiros
meses apds a ingestdo da droga. No PLC desencadeado por medicamento os pacientes
geralmente tém inicio insidioso de lesdes assintomadticas unicas ou multiplas (papulas,
noédulos ou placas). Ocorrem semanas a meses ap6ds a ingestdo do medicamento. As lesdes
resolvem espontaneamente dentro de varios meses apds a retirada da droga desencadeadora e

pode reaparecer com a reintrodu¢do da mesma droga (Hussein, 2013b).

Na reacdo linfomatoide a drogas observa-se infiltrado em faixa ou perivascular na
derme superior com grau varidvel de exocitose de linfocitos. Alteracdo vacuolar na juncao
dermoepidérmica e queratindcitos apoptoticos podem estar presentes. Os eosinofilos sdo
comumente encontrados, mas também podem estar ausentes. A imuno-histoquimica revela
uma predominancia de linfocitos CD4 ou CD8 e associagdo de um numero variavel de
linfécitos CD30. Perda de marcadores de células pan-T nao ¢ observada (Mitteldorf e Kempf,

2017).

3.1.3.2.3 Reticuloide actinico

E uma dermatose fotossensitiva grave, cronica, persistente e pruriginosa que afeta

quase exclusivamente homens mais velhos (Ploysangam et al., 1998). Acomete também
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mulheres e apresenta aumento recente de frequéncia em homens e mulheres jovens com
dermatite atdpica. As causas exatas permanecem desconhecidas. Fotossensibilidade tanto para
ultravioleta A (UVA) e B (UVB), bem como para luz visivel além do comprimento de onda
de 400 nm, sdo importantes na etiopatogenia (Engin et al., 2014). Manifestacdes clinicas
ocorrem em areas fotoexpostas (especialmente no rosto e pescogo) com papulas e placas
eritematoliquenoides. Alguns pacientes apresentam ficies leonina. E acompanhada por
prurido intenso e sinais de irritacdo, como liquenificacdo e escoriagao (Mitteldorf e Kempf,
2020). A linfadenopatia generalizada ¢ comum. Em muitos pacientes, pode ocorrer
eritrodermia. O quadro eritrodérmico pode simular a SS ou MF eritrodérmica (Engin et al.,

2014).

Os achados histopatolégicos do reticuloide actinico mostram acantose epidérmica com
espongiose discreta. O infiltrado ¢ predominantemente localizado na derme superficial e
composto por pequenos linfocitos T (alguns com atipia discreta) eosindfilos e plasmocitos. As
células T sdo predominantemente positivas para CDS. Especialmente em pacientes
eritrodérmicos, um aumento do numero de células T CDS8" circulantes (relagio CD4:CDS8
invertida ) € caracteristico (Mitteldorf e Kempf, 2020). Analise do gene do TCR nao mostra
proliferacdo clonal de células T (Engin et al., 2014).

3.1.3.2.4 Pseudolinfoma de células T CD8" na imunodeficiéncia

O Pseudolinfoma de células T CD8" ocorre em quadros de imunodeficiéncia.
Particularmente em pacientes com infeccdo por HIV e especialmente naqueles com
imunossupressao comprovada e carga viral elevada. Caracteristicas semelhantes foram
descritas recentemente em transplantados renais. Um amplo espectro clinico ¢ relatado, com
ocorréncia de placas eritematoinfiltradas, eritrodermia, hiperqueratose palmoplantar e
linfadenopatia generalizada. Portanto, o quadro pode clinicamente simular SS. Alguns
investigadores relataram piora do quadro cutdneo apds exposicao a luz ultravioleta. Na
histopatologia do PLC de células T CD8" em quadros de imunodeficiéncia, encontra-se um
infiltrado dérmico superficial com epidermotropismo. Os linfocitos sdo predominantemente
pequenos sem atipia nuclear. Os linfocitos sio CD3" e mostram predominio de CD8", com

expressdo de  marcadores citotoxicos (granzima B, TIA-1). Os eosinofilos estdo
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frequentemente associados. Estudos moleculares evidenciam a natureza policlonal do
infiltrado cutaneo, mas linfocitos clonais podem ser encontrados no sangue periférico

(Mitteldorf e Kempf, 2020).

3.1.3.2.5 Infec¢oes simuladoras de linfomas de células T

Virias infec¢des, em particular aquelas causadas por virus e parasitas, podem mostrar
densos infiltrados ricos em linfocitos, simulando assim um linfoma (Mitteldorf e Kempf,
2017). A Borrelia além do conhecido LC também pode induzir infiltrados pseudolinfomatosos

ricos em células T (Mitteldorf e Kempf, 2020).

A leishmaniose cutanea pode simular histologicamente o linfoma e pode ocorrer
dificuldade diagnoéstica especialmente em casos com baixo niumero de parasitas. O infiltrado ¢
composto por numerosos linfocitos, histiocitos e plasmocitos. A deteccdo do agente ¢
essencial para fazer um diagndstico correto. Estudos moleculares demonstram que o exame de
PCR ¢ util para identificar o agente se 0 mesmo nado puder ser identificado pela histologia
convencional ou coloragdes especiais (por exemplo, coloragao Giemsa) (Mitteldorf e Kempf,

2017).

Em infec¢des por virus varicela zoster (VZV) e herpes simplex virus (HSV), podem
ocorrer infiltrados ricos em linfocitos sem alteracdes epiteliais patognomonicas tipicas do
HSV. Detecc¢do de antigenos virais por imuno-histoquimica e / ou detec¢ao de DNA viral por
PCR permite identificar esses infiltrados de células T como reagdes relacionadas ao HSV

(Mitteldorf e Kempf, 2017).

A sifilis secundaria e terciaria tem sido descrita como simuladoras de linfoma de
células B e T. O espectro histopatologico da sifilis ¢ amplo (Mitteldorf e Kempf, 2020).
Histologia das lesoes de sifilis secundaria e menos frequentemente sifilis primdaria ou terciaria
podem ocasionalmente revelar um infiltrado linfoplasmocitario que simula linfoma cutaneo
de células B da zona marginal. A coexisténcia de dermatite liquenoide/interface ou
inflamac¢ao granulomatosa sdo pistas diagndsticas importantes. Estudos de rearranjo mostram

padrao policlonal e coloragdo imuno-histoquimica especifica para Treponema pallidum
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confirmam a presenca destes organismos. As lesdes tém rapida resolugdo apds tratamento

com antibioticos (Romero-Pérez et al., 2016).

Infecgdes por poxvirus (parapoxvirus do nodulo de ordenhador, orf e molusco
contagioso) podem induzir atipia de linfocitos T e expressdo de células T CD30", que pode
ser desafiador na diferenciagdo de desordens linfoproliferativas CD30" (Mitteldorf e Kempf,

2020).

3.1.3.2.6 Dermatoses inflamatorias simuladoras de linfomas cutaneos de células T

Virias doencas inflamatdrias, especialmente quadros com epidermotropismo
proeminente ou alteracdo da zona de interface, podem ser interpretadas erroneamente como
MF ou outros linfomas de células T epidermotropico. Esses distirbios incluem liquen plano,
liquen escleroso e atrofico, dermatite purpurica pigmentada e pitiriase liquenoide (Mitteldorf
e Kempf, 2020). Por outro lado, MF pode as vezes apresentar uma dermatite de interface.
Além disso, doengas inflamatorias com infiltrados dérmicos € / ou subcutaneos rico em
linfécitos, como lupus eritematoso, em particular o tipo timido e paniculite lapica, precisam
ser diferenciados de LCPCT, particularmente o linfoma subcutaneo de células T paniculite-

simile (Mitteldorf e Kempf, 2017).

3.1.3.3 Outros Pseudolinfomas

3.1.3.3.1 Pseudolinfoma angiomatoide rico em células T

Nos ultimos anos, tem sido sugerido que angioqueratoma pseudolinfomatoso acral,
pseudolinfoma polipoide angiomatoide rico em células T, hiperplasia angioplasmocelular
cutanea primaria e a placa linfoplasmocitoide pertencem ao espectro de doengas relacionadas
ao subgrupo do pseudolinfoma angiomatoide rico em células T (Mitteldorf e Kempf, 2020),

conforme detalhados a seguir:



a)

b)

d)
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angioqueratoma pseudolinfomatoso acral: originalmente descrito pelo acronimo
APACHE (Acral Pseudolymphomatous Angiokeratoma of Children), ¢ uma condigdo
rara benigna de etiologia e patogénese desconhecidas (Romero-Pérez et al., 2016). Foi
associado inicialmente pela ocorréncia em criangas (Kaddu et al., 1994), mas foi
demonstrado que também pode afetar adultos e sua localizagdo nio ¢ exclusivamente
acral (Wagner et al.,, 2014). Alguns investigadores consideram que as lesdes
representem reagoes persistentes a picada de artrépodes, enquanto outros consideram
como um processo vascular benigno com infiltrado linfocitico proeminente, ou seja,
uma forma de PLC. Clinicamente, manifesta-se como uma erup¢do unilateral de
papulas angiomatosas agrupadas eritematoviolaceas (diametro de 1-5 mm). Ocorre
infiltrado de pequenas células policlonais T e B, eosinofilos, plasmocitos e histidcitos.
Em alguns casos, células gigantes histiociticas estdo presentes. Vasos de paredes
espessas revestidos por endotélio edemaciado sdo tipicamente encontrados no
infiltrado (Mitteldorf e Kempf, 2017);

pseudolinfoma polipoide angiomatoide rico em células T: ¢ uma variante polipoide,
mais comum em mulheres do que em homens (mulheres: masculino = 16: 3). A idade
média de manifestagdo ¢ de 39 anos (variagdo, 16-71 anos) (Dayrit et al., 2011).
Apresenta-se como pequenas papulas angiomatosas polipoides (<1,0 cm), com
predilecdo pela cabega e tronco (Hussein, 2013b), mas também ¢ relatado em outras
localizagdes (Dayrit et al., 2011). Na histopatologia apresenta numerosos vasos com
endotélio edemaciado acompanhado de denso infiltrado dérmico de células T,
histiocitos e plasmocitos. Em metade dos casos também foram encontrados eosinéfilos
(Mitteldorf e Kempf, 2020);

hiperplasia cutanea primaria angioplasmocelular: apresenta-se com um nodulo
solitario (ou alguns nodulos agrupados), geralmente localizado na area da cabeca e
pescoco. A idade média ¢ de 45 anos e a distribuicdo por género ¢ igual. Caracterizada
por capilares dilatados circundados por um infiltrado politipico rico em plasmocitos. A
propor¢cdo de plasmocitos variam de 70% a 90%, associadas com linfocitos e
ocasionalmente neutréfilos (Hsiao e Wu, 2011);

placa linfoplasmocitica: foi originalmente relatada em criangas na regido pré-tibial
(Fried et al., 2010), mas também pode afetar adultos e acometer tronco e bragos. As

mulheres sdo mais comumente afetadas. Apresentagdo clinica ¢ distinta, como uma
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placa circunscrita de longa data acompanhada por pdapulas avermelhadas e
acastanhadas dispostas linearmente. O diagndstico ¢ baseado na correlagdo clinico-
patologica. A histopatologia revela um infiltrado superficial, tipo em faixa, nodular
profundo ou intersticial; frequentemente acentuado em torno de vasos ou estruturas
anexiais. A epiderme ¢ geralmente hiperplasica. O infiltrado consiste em linfocitos e
histidcitos com numerosos plasmocitos policlonais responsaveis por até 25% de todo o
infiltrado. Células gigantes histiociticas e aumento do numero de vasos sdo
encontrados. Os histiocitos podem formar granulomas em torno dos feixes de

colageno esclerdtico, chamados de "pseudorosetas" (Mitteldorf et al., 2015) .

3.1.3.3.2 Plasmocitose cutanea

E uma doenga rara que normalmente afeta adultos (Uhara et al., 1994) entre terceira e
quinta décadas, especialmente no Japao e outros paises asiaticos. Apresenta-se clinicamente
com pequenas placas e multiplos nodulos acastanhados, ocorrendo na face, pescogo e tronco.
Hipergamaglobulinemia policlonal ¢ a associagdo mais comumente relatada (Watanabe,
1986). Em alguns pacientes estdo presentes outros sinais de envolvimento sistémico (por
exemplo, hepatoesplenomegalia e linfadenopatia). Os achados histopatolégicos mostram um
infiltrado dérmico superficial e profundo composto predominantemente de plasmocitos

policlonais maduros sem atipia (Wagner et al., 2013).

3.1.3.4 Pseudolinfoma intravascular

3.1.3.4.1 Linfoprolifera¢do intravascular atipica benigna de células T CD30"

Recentemente, um acimulo de blastos linfoides intravasculares CD30" ou CD30" foi
relatado e denominado proliferacdo intravascular atipica benigna de células T CD30" ou
proliferagdo intralinfatica de blastos linfoides de células T (Riveiro-Falkenbach et al., 2013).
Este achado estd associado com doencas inflamatorias da pele, tumores ou traumas (Kempf et

al., 2014). Ocorre acumulo de grandes linfocitos ativados com morfologia semelhante a
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blastos dentro dos vasos linfaticos e o infiltrado inflamatorio circundante é caracteristico. As
células expressam marcadores de células T (CD3, CD4) e na maioria dos casos CD30. Os
estudos de clonalidade demonstram policlonalidade. O diagnéstico diferencial mais
importante ¢ a manifestagio intravascular das desordens linfoproliferativas CD30" (Mitteldorf

e Kempf, 2020).

3.1.4 Métodos diagnoésticos dos PLC

No diagnostico de PLC, ¢ importante compreender que nem as caracteristicas clinicas
nem histologicas permitem classificagdo correta como linfoma ou pseudolinfoma. Apenas
uma combinag¢do de achados clinicos, caracteristicas histoldgicas e o curso da doenca podem

resultar no correto diagnostico (Miguel et al., 2018).

A investigacdo diagnoéstica inclui histéorico médico (em particular, exposicdo a
artropodes, alérgenos, material exdgeno e drogas) e exame fisico (com a palpagdo de
linfonodos). Além disso, o exame de sangue periférico (hemograma e sorologia para agentes
de doencgas infecciosas, especialmente B. burgdorferi, sifilis, e HIV - dependendo do tipo de
infiltrado) ¢ recomendado. PLC representam proliferacdes linfociticas benignas sem potencial
para disseminacdo extracutanea, assim investigagdo com estadiamento geralmente ndo ¢
indicado. Exames de estadiamento (TC ou PET-TC) devem ser considerados, especialmente
em casos de manifestagdo incomum (por exemplo, lesdes nodulares multiplas, expressao
monotipica de cadeias leves de imunoglobulina (Ig), detec¢ao de clonalidade de células T ou
B, ou outro achado histologico, fenotipico ou genotipico inconsistente ou inesperado)

(Mitteldorf e Kempf, 2017).

Por quase 100 anos, a classificagdo dos disturbios linfoproliferativos cutaneos
baseava-se apenas em critérios histoldgicos e clinicos. Novas técnicas, como THQ, analise
citogenética e andlise do rearranjo génico; tém proporcionado significativa melhoria na
determina¢do da linhagem linfoide e diferenciacdo entre infiltrados linfoproliferativos
malignos e reativos na pele. O uso de técnicas IHQ e estudos de rearranjo génico devem ser
considerados nos casos em que a natureza benigna versus maligna de uma lesdo nado ¢ clara

(Ploysangam et al., 1998).
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As caracteristicas imunofenotipicas e a analise molecular (clonalidade) podem auxiliar
na diferenciacdo de PLC dos LCPCB. A auséncia de alteragdes reativas (alteragdes
epidérmicas e dérmicas), associada com a expressao de cadeias leves monotipicas e rearranjos
génicos clonais de imunoglobulina favorecem o diagnéstico de linfomas de células B sobre
PLCB. A presenca de epidermotropismo proeminente, linfocitos grandes atipicos e rearranjos
génicos clonais de receptores de células T favorecem o diagnostico de linfomas de células T

sobre PLCT (Hussein, 2013b).

A pesquisa das cadeias leves K e L de Ig, ¢ utilizada para o estudo da clonalidade nas
populacdes linfocitarias, através do estudo IHQ. Entretanto, verifica-se dificuldade técnica,
durante o processamento histoldgico, na realizacdo do exame IHQ para a pesquisa dessas
cadeias. Frequentemente ha o comprometimento de integridade das Ig da superficie celular,
podendo, assim, ocorrer sua liberacao no intersticio, levando a um alto background (reagao
inespecifica de fundo), dificultando a interpretacdo da reatividade para as cadeias leves K e L
(Alves et al., 1999). Além da imuno-histoquimica para cadeias leves de K e L, estudos
moleculares podem ser usados para detectar clonalidade, através dos estudos de rearranjos
génicos de TCR e Ig. Auséncia de clonalidade de células plasmociticas, como demonstrado
por reagdes imuno-histoquimicas para as cadeias leves policlonais K e L, e por estudos de

rearranjos génicos TCR e Ig, também favorece o PLC (Bergman, 2010).

PLC devem ser separados dos linfomas cutaneos, a diferenciacdo deve ser baseada na
correlagdo de caracteristicas clinicas, imunomorfologicas e moleculares, bem como dados de

acompanhamento (Hussein, 2013b).

3.1.5 Tratamento dos PLC

O manejo do PLC pode ser dificil, com varias opgdes terapéuticas, incluindo agentes
topicos e intralesionais, agentes sistémicos e modalidades fisicas, mostrando respostas
dermatoldgicas variaveis (Miguel et al., 2018). Em geral, lesdes solitarias podem ser tratadas
por excisdo cirargica. As opgdes alternativas de tratamento sdo corticosteroides topicos ou
intralesionais e crioterapia. Especialmente em PLC induzido por tatuagem, a terapia com laser
¢ relatada como efetiva. Se essas abordagens terapéuticas nao tiverem sucesso, a radioterapia

pode ser considerada. Em pacientes com multiplas lesdes de PLC, em particular quadros com
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lesdes multifocais e idiopaticas, corticosteroides sistémicos, interferon alfa intralesional ou
sistémico ou hidroxicloroquina oral podem ser usados (Mitteldorf e Kempf, 2017). Em PLC
disseminado, antimalaricos, fotoquimioterapia ou agentes citotoxicos tém sido
ocasionalmente usados (Ploysangam et al., 1998). Evitar a reexposi¢ao ao agente indutor (por
exemplo drogas, vacinas, inje¢do de alérgeno, terapia com Hirudo medicinalis, acupuntura e
tatuagem) ¢ um passo importante para prevenir a persisténcia e recorréncia do PLC

(Mitteldorf e Kempf, 2017).

Na reacao linfomatoide a drogas, o curso ¢ geralmente benigno, com resolugdo
completa em 1 a 8 semanas apos suspensao da droga desencadeadora. Na dermatite de contato
linfomatoide, evitar os alérgenos responsaveis e o tratamento com corticosteroides topicos sao
importantes para resolu¢do do quadro. Terapia escabicida geralmente ¢ ineficaz na sarna
nodular. A resolu¢do espontanea ocorre com frequéncia e os corticosteroides intralesionais
sdo benéficos. Reticuloide actinico apresenta um curso cronico. Geralmente sdo irresponsivos
a terapia convencional de distirbios fotossensiveis, como antimalaricos ou betacaroteno.

Fotoprotecdo rigorosa ¢ crucial (Ploysangam et al., 1998).

Miguel et al. publicaram uma revisao sistematica da literatura dos tltimos 25 anos que
sugere opgOes de tratamento (primeira e segunda linhas de opgdo terapéutica) dos PLC
baseadas em etiologias especificas (Figura 2). Porém uma grande propor¢ao de casos de PLC
sdo idiopaticos e, se nenhum tratamento for realizado, um acompanhamento vigilante ¢

recomendado devido a possivel evolucao do PLC para linfoma (Miguel et al., 2018).



Figura 2 - Classificacio dos tratamentos dos pseudolinfomas cutineos conforme
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3.2 Linfomas cutineos primarios de células B

3.2.1 Historico e conceito

Os linfomas cutaneos primarios (LCP) sdo definidos como linfomas nao Hodgkin
(LNH) que se apresentam na pele sem evidéncia de doenca extracutanea ao diagndstico
(Willemze et al., 2019). Por defini¢ao, os LCP manifestam-se primeiramente na pele. No
momento do diagnostico, ndo exibem envolvimento de outros 6rgaos, conforme determinado
por estudos de estadiamento, enquanto linfomas cutaneos secundarios constituem
manifestagdes cutaneas de linfomas nodais. Apesar de designagdes semelhantes em alguns
casos (como linfoma de zona marginal e linfoma difuso de células grandes de células B), nao
apenas as caracteristicas clinicas, mas também histopatologicas e moleculares dos linfomas

cutaneos diferem dos linfomas sistémicos /disseminados (Dippel et al., 2017).

E fundamental distinguir LCPCB de linfomas B sistémicos com acometimento
secundario da pele, pois o comportamento clinico, progndstico e manejo diferem
consideravelmente. Historicamente, essas diferengas no comportamento clinico ndo eram bem
reconhecidas, e sistemas de classificacdo anteriores agruparam o LCPCB com linfomas
sistémicos de células B de histologia semelhante (Suérez et al., 2013). O reconhecimento de
linfomas com origem em oOrgdos extranodais, incluindo linfomas cutaneos, refletiu uma
mudanca na abordagem de desordens linfoproliferativas, e representou um dos maiores
avancos na classificagdo de tumores hematoldgicos da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)

(Cerroni, 2017) .

Na ultima década, o consenso de classificacao da forca-tarefa da OMS com a EORTC
serviu como um padrdo ouro para o diagnoéstico e classificagdo dos LCP. Esta classificacao
foi publicada em 2005 e incluida na classificacdo da OMS de 2006 (Skin Tumors Blue Book).
A maior parte dessa classificacdo foi subsequentemente incorporada na classificacdo da OMS
de 2008 ¢ na revisao de 2016. Em 2018, houve uma versao atualizada da classificagdo OMS-
EORTC (Tabela 5) e a mesma foi publicada na quarta edi¢ao do livro de classificacao de
tumores de pele da OMS. Em comparagdo com a classificagio OMS-EORTC de 2005,
algumas novas entidades provisorias foram adicionadas e algumas terminologias de outras

condig¢des foram modificadas (Willemze et al., 2019).
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3.2.2 Aspectos epidemioldgicos e etiologia

ApOs os linfomas gastrointestinais, os LCP sdo o segundo grupo mais comum de LNH
extranodais (Willemze et al., 2018). LCP incluem um grupo heterogéneo de LCPCT e
LCPCB. No mundo ocidental, LCPCT constituem de 75% a 80% de todos os LCP ¢ LCPCB
de 20% a 25% dos casos (Willemze et al., 2019). A incidéncia dos LCPCB tem aumentado ao
longo de décadas, com uma taxa de incidéncia global anual ajustada por idade de 3,1 casos
por milhdo de pessoas. Nos Estados Unidos, os LCPCB afetam mais comumente homens do
que mulheres, e a incidéncia aumenta exponencialmente com a idade. Em contraste com a
MF, que apresenta uma taxa de incidéncia estatisticamente maior em negros, LCPCB ¢ quase

exclusivamente uma doenca de brancos nao hispanicos (Bradford et al., 2009).

A fisiopatologia da LCPCB ¢ apenas parcialmente compreendida. Acredita-se que
iniciem como processos linfoproliferativos inflamatorios reativos e que a linfomagénese
ocorra em etapas sucessivas. Portanto, ha “casos limitrofes” nos quais ¢ dificil distinguir entre
pseudolinfomas (hiperplasias linfoides reativas) e linfomas reais. A transicdo de uma
condicdo pré-neoplasica para uma condi¢do neopldsica parece ser determinada pelo
desequilibrio entre proliferagdo celular e apoptose, desregulagdo das principais vias
bioquimicas para transmissdo do sinal intracelular, adesdo e migragdo celular, bem como
expressao de oncogenes e/ou inibi¢ado de genes supressores de tumor. A estimulagdo
antigénica crdnica e as infec¢des virais e bacterianas parecem ser fatores predisponentes, mas
estudos para apoiar essas suposi¢des sao escassos €, na maioria dos casos, o agente etioldgico
ndo ¢ conhecido. Em relacdo as infec¢des virais, um papel importante do EBV e o herpes
virus humano tipo 8, foi observado na génese de alguns linfomas, particularmente naqueles
que ocorrem em individuos imunocomprometidos, como em pacientes infectados pelo HIV e
em transplantados. Destaca-se também a possivel associacdo entre a infec¢do pelo virus da
hepatite C e o LCPCB. Em relagdo as bactérias, o LCPZM tem sido associado a infec¢ao por

B. burgdorferi, embora o tema ainda seja controverso (Lima, 2015).
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3.2.3 Aspectos classificatdrios, manifestagdes clinicas e histopatologia

Na classificacio OMS-EORTC de 2005, trés importantes entidades patoldgicas da
LCPCB foram reconhecidas: linfoma B cutaneo primario da zona marginal (LCPZM),
linfoma B cutdneo primario centrofolicular (LCPCF) e linfoma cutidneo primario difuso de
grande célula B, tipo perna (LCPDGCB-TP). O LCPCF e LCPDGCB-TP, foram mantidos
como entidades separadas na classificagdo da OMS de 2008 para tumores hematopoiéticos e
tecidos linfoides e em sua revisao de 2016. Em contraste, LCPZM nao foi mais categorizado
separadamente, mas foi incluido no amplo grupo de linfomas extranodais da zona marginal de
tecido linfoide associado a mucosa (linfoma MALT), ndo obstante diferencas na histologia,
perfil genético e comportamento clinico. Ulcera mucocutanea EBV" foi incluida como uma
nova entidade provisoria na revisdo de 2016 da classificagdo da OMS e na classificagao do

OMS-EORTC atualizada em 2018 (Tabela 5) (Willemze et al., 2019) .

O LCPZM e LCPCF sio tipos indolentes de LCPCB com sobrevida relacionada a
doenca em 5 anos superior a 90%, enquanto o LCPDGCB-TP tem um prognostico mais

desfavoravel (sobrevida relacionada a doenca em 5 anos, aproximadamente 50%) (Willemze

etal., 2018).

Tabela 5 - Classificacao dos linfomas cutineos da OMS - EORTC revisada em 2018

Classificacio dos linfomas cutaneos primarios

Linfomas cutianeos de células T
Micose fungoide
Micose fungoide — variantes
* MF foliculotrépica
* Reticulose pagetoide
* Cutis laxa granulomatosa
Sindrome de Sézary
Linfoma/leucemia de célula T do adulto
Desordens linfoproliferativas CD30" cutineas primérias
« Linfoma anaplasico de grande célula T CD30" cutaneo primério
* Papulose linfomatoide
Linfoma subcutaneo de célula T paniculite-simile
Linfoma de célula T/NK extranodal, tipo nasal
Infecgdo cronica ativa por EBV
Linfoma cutaneo primario periférico de célula T, subtipos raros
* Linfoma cutaneo primario de célula T y/o
(continua)
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Classificacio dos linfomas cutaneos primarios

(continuagao)

» Linfoma cutineo primario de célula T CD8" citotoxica epidermotropico agressivo®
» Desordem linfoproliferativa de célula T CD4" pequena/média®

« Linfoma cuténeo primério de célula T CD8" acral®

Linfoma cutaneo primario de célula T periférico, sem outra especificagdo
Linfomas cutineos de células B

Linfoma B cutaneo primario da zona marginal

Linfoma B cutaneo primario centrofolicular

Linfoma cutaneo primario difuso de grande célula B, tipo perna

Ulcera mucocutanea EBV™?

Linfoma intravascular de grande célula B

*Entidades provisorias
FONTE: Willemze et al.,2019.

3.2.3.1 Linfoma B cutdneo primario centrofolicular

LCPCEF ¢ o subtipo mais comum de linfoma cutaneo de células B e compreende cerca
de 12% de todos os LCP (Willemze et al., 2019). Mais comumente afeta pacientes de meia-
idade (Elder et al., 2018), com predominio em homens (1,5 vezes mais comum em homens do

que mulheres). Representa cerca de 60% de todos os LCPCB (Goyal et al., 2019).

E um linfoma indolente que se apresenta como nodulos, placas ou papulas solitarias
ou agrupadas, com distribui¢do predominantemente loco-regional, ¢ mostra uma preferéncia
pela regido de tronco, cabeca e pescoco (Willemze et al., 2005; Vitiello et al., 2020). Lesoes
multifocais também sdao observadas em minoria dos pacientes (Willemze et al., 2005).
Ulceracdes raramente sdo observadas. Sem tratamento, as lesdes podem ficar estaveis ou
aumentar lentamente, muitas vezes apos alguns anos (Vitiello et al., 2020). Ocorrem raras
apresentacdes na perna, associadas a um pior prognéstico. A regressao espontanea € rara.

Alguns casos apresentam areas alopécicas do couro cabeludo (Dumont et al., 2020).

A disseminacdo para sitios extracutaneos ocorre em aproximadamente 10% dos casos.
Embora geralmente indolente, a recorréncia apds o tratamento ¢ comum, ocorrendo em 30 %
dos casos (Elder et al., 2018). E importante ressaltar que a recorréncia nio afeta o prognostico
e geralmente esta confinada a pele. O diagnostico diferencial inclui acne, cistos de inclusao

epidérmica, picadas de artropodes, HLC e outras neoplasias cutaneas (Suarez et al., 2013).
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Caracterizado por nodulos irregulares justapostos que assemelham a foliculos ou
agregados difusos de células B de tamanho médio com fenétipo de centro germinativo (Goyal
et al., 2019). E composto de células neoplasicas foliculares, especificamente centrocitos
associado a numero variavel de centroblastos (Swerdlow et al., 2013). Os tumores envolvem a
derme e tecido subcutineo. Classicamente, os foliculos apresentam perda de polarizagdo com
zona de manto pouco desenvolvida ou ausente, auséncia de macrofagos com corpos tingiveis,
extensdo de células neoplésicas além das tramas de CDF e baixo indice de proliferagdo
(Goyal et al., 2019). Podem ter padrao de crescimento folicular, folicular e difuso, ou difuso
(Senff et al., 2007). Esses padrdes de crescimento niao alteram o comportamento ou
prognoéstico (Suérez et al., 2013). Em contraste com os linfomas foliculares nodais, nos
LCPCF nao ¢ atribuido um grau histoldgico com base na arquitetura e citomorfologia (Goyal
et al.,, 2019). As c¢lulas T reativas podem ser numerosas € um componente estromal

proeminente geralmente esta presente (Elder et al., 2018).

Os achados imuno-histoquimicos sdo varidveis: todos os casos expressam marcadores
de centros germinativos , na maioria das vezes BCL-6 com coexpressdo variada e heterogénea
de CD10, STMNI1, LMO2, HGAL e AID (Goyal et al., 2019). O CD10 ¢ geralmente positivo
em lesdes com padrido de crescimento folicular, mas negativo em lesdes com padrao de
crescimento difuso (Elder et al., 2018). BCL-2 pode ser negativo ou positivo em LCPCF e
nio pode distinguir com seguranca LCPCF de linfomas foliculares nodais. E relevante
salientar que BCL-2" pode ocorrer em ambos linfomas, embora a ocorréncia seja menor no
LCPCF (Goyal et al., 2019). Além disso, a maioria dos pacientes ndo apresentam translocagao
t (14; 18) que envolve o locus BCL-2, em contraste com o linfoma folicular nodal (Vitiello et
al., 2020). A expressdo de MUM-1 / IRF4 e Forkhead box P1 (FOX-P1) é negativa na maioria
dos casos. Raros casos de LCPCF que expressam FOX-P1 tém um prognostico menos

favoravel (Suérez et al., 2013). CD43 e CDS5 sao negativos (Elder et al., 2018).

LCPCF ¢ composto por células B monoclonais, mas pode ndo expressar
imunoglobulina de superficie (Swerdlow et al., 2013). A imuno-histoquimica de cadeia K e L
geralmente nao ¢ util no LCPCF, mas estudos de rearranjo do gene IgH podem confirmar a
clonalidade quando necessario (Goyal et al., 2019). Primers de BIOMED-2 sao relatados por
demonstrar clonalidade de células B em 91% a 100% dos casos, com ocorréncia de 4% a
22% em proliferacdes “clonais” reativas. Lesdes diferentes no mesmo paciente podem, no

entanto, apresentar clonalidades diferentes. Alguns linfomas de células B podem demonstrar
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rearranjos do gene TCR. Também se deve atentar para possibilidade de “pseudoclonalidade”
de células T quando apenas algumas células T estdo presentes na amostra (Swerdlow et al.,

2013).

3.2.3.2 Linfoma B cutdneo primario da zona marginal

LCPZM ¢ responsavel por cerca de 20-40% de todos os LCPCB nos paises ocidentais,
com uma incidéncia estimada de 0,4 por 1.000.000 por ano nos Estados Unidos (Bradford et
al., 2009). Representam aproximadamente 9% de todos os LCP. Particularmente adultos
jovens sdo afetados (Willemze et al., 2019). A mediana de idade dos pacientes acometidos ¢
de 50 a 53 anos, com variagdo de 6 anos até 93 anos (Goyal et al., 2019). Ocorre duas vezes

mais frequente em homens do que em mulheres (Senff et al., 2007).

Apresentam-se como placas ou nddulos localizados solitarios ou, mais comumente,
multifocais preferencialmente no tronco e nos bracos. As recidivas cutdneas sdo comuns, em
particular em pacientes que apresentam lesdes cutdneas multifocais, mas a disseminacao para
locais extracutaneos raramente ¢ observada. Ocorre curso clinico indolente com excelente

prognoéstico (Willemze et al., 2019).

Estudos recentes sugerem a existéncia de 2 subtipos de LCPZM (Van Maldegem et al.,
2008), como detalhado em Figura 3 (Fernandez-Flores, 2013). A maioria dos LCPZM
expressam troca de classe de Ig (IgG, mais raramente IgA ou IgE) e ndo expressam o receptor
de quimiocina CXCR3, que foi sugerido desempenhar um papel no direcionamento das
cé¢lulas B malignas para o tecido maligno associado & mucosa. Estes casos mostram
predominio de células T e uma pequena propor¢do de células B neoplésicas (Willemze et al.,
2019). Desenvolvem em um ambiente com resposta imunoldgica com perfil Th-2 e nao
evidenciam associagao com a infec¢do causada por B. burgdorferi (Fernandez-Flores, 2013).
Ao contrario de linfoma de zona marginal ocorrendo em outros locais, esses casos que
expressam troca de classe de Ig ndo mostram colonizagdo de centros germinativos reativos
por células B neoplésicas, lesdes linfoepiteliais ou transformacdo em linfoma difuso de
grandes células B, e sdo considerados por alguns autores como uma desordem

linfoproliferativa cutanea cronica clonal em vez de um linfoma (Willemze et al., 2019).
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O outro subgrupo de LCPZM (ndo associado a troca de classe de Ig) mostra uma
proliferagao difusa ou nodular de células B neoplasicas que expressam IgM e frequentemente
CXCR3 (Willemze et al.,, 2019). Comumente se desenvolvem em um ambiente com
predominio de células B reativas e resposta imunologica com perfil Th-1 (Fernandez-Flores,
2013). Tem associacao com a infec¢ao por B. burgdorferi (Van Maldegem et al., 2008). Estes
casos compartilham muitas caracteristicas com os linfomas MALT extranodais de outros

locais e sdo mais propensos ao desenvolvimento de doenca extracutanea (Willemze et al.,

2019).

Figura 3 - Representacio esquematica dos subtipos principais de linfomas MALT
cutineos

Subtipo sem troca de classe de Ig

- Componente inflamatério associado de
células B

- Comumente expressam CXCR3

- Perfil Th1

- Frequente envolvimento extracutaneo

- Infecgdo (Borrelia) potencialmente
associada

Linfomas cutaneos
MALT (LCPZM)

Subtipo com troca de classe de Ig

- Componente inflamatério

associado de células T

- Nao expressam CXCR3

- Perfil Th2

- Nao é frequente envolvimento
extracutaneo

- Provavelmente nao relacionado a
infeccao

FONTE: modificado de Fernandez-Flores, 2013.
Os dois subtipos principais de linfomas MALT cutaneos (linfoma cutidneo primario da zona marginal)
€ as principais caracteristicas

Os 2 subgrupos distintos de LCPZM sdo caracterizados por infiltrados linfoides
dérmicos nodulares e difusos (bottom-heavy) que se estendem até o tecido subcutineo e
geralmente poupam a epiderme. O subgrupo com troca de classe de Ig exibe um infiltrado

polimorfo semelhante a hiperplasia linfoide reativa. Ambos subtipos podem ser
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acompanhados por foliculos com centro germinativo maduros ou residuais colonizados por
células neoplésicas. As células B neopldsicas sdao pequenas e podem ter aparéncia
monocitoide, clivadas ou arredondadas. Os dois subtipos podem mostrar diferenciacao
plasmocitica variavel, que varia de plasmocitos esparsos a diferenciagao plasmocitoide
exclusiva (anteriormente denominado imunocitoma). Plasmocitos atipicos, incluindo formas
binucleadas e corpos de Dutcher, sdo comuns na maioria dos casos LCPZM com

diferenciagdo plasmocitica (Goyal et al., 2019).

As células neoplasicas de LCPZM apresentam imunofenétipo CD20, CD79a’,
BCL2", CD5, CD10" ¢ BCL6". Diagnéstico diferencial com PLCB ¢ dificil, e os testes
moleculares sdo frequentemente necessdrios para demonstrar o rearranjo clonal do gene da
cadeia pesada de Ig (IgH) (Vitiello et al., 2020). O rearranjo da cadeia pesada ¢ detectado em
cerca de 60% a 70% dos casos (Kempf e Mitteldorf, 2015). Através dos protocolos de PCR
BIOMED-2 pode ser detectado populacdo clonal de células B em 80% dos LCPZM e 4% dos
infiltrados benignos, em outro estudo os resultados foram 83% dos LCPZM e 22% dos
infiltrados benignos. Rearranjo clonal de TCR ocorreu em 35% dos linfomas MALT,
(incluindo linfomas MALT cutaneos) através de primers do protocolo BIOMED-2 (Swerdlow
et al., 2013). Plasmdcitos monotipicos podem ser encontrados em 85% dos casos, com
predominio de K em dois tergos dos pacientes. (Kempf e Mitteldorf, 2015). Populagdes de
cé¢lulas B com expressdo biclonal de restricdo de cadeia K e L tem sido demonstrada em

alguns casos de LCPZM (Suarez et al., 2013).

3.2.3.3 Linfoma cutdneo primadrio difuso de grande célula B, tipo perna

LCPDGCB-TP ¢ um tipo raro e agressivo de LCPCB que afeta particularmente
mulheres idosas (Willemze et al., 2019). A idade média de inicio ¢ cerca de 70 anos, as
mulheres sdo de 2 a 4 vezes mais acometidas do que os homens (Goyal et al., 2019).
Representam 4% de todos os linfomas cutaneos (Willemze et al., 2019) e aproximadamente

10% a 20% dos LCPCB (Dumont et al., 2020).

Geralmente se apresentam como tumores com crescimento rapido em uma ou ambas
as pernas, ou em outros locais além das pernas em 15% a 20% dos casos (Willemze et al.,

2019). Sdo caracterizados como tumores ou nddulos eritematoviolaceos na perna de 2 cm a 5
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cm. Os pacientes geralmente apresentam uma unica lesdo ou grupo de lesdes no momento do
diagnostico (Goyal et al., 2019). Pacientes com envolvimento da perna tem maiores taxas de
disseminagdo extracutanea do que aqueles com lesdes em outros sitios (respectivamente 33%
e 18%) (Grange et al., 2007). Apresentam pior prognostico, morte ndo ¢ incomum € 0S

pacientes podem apresentar sintomas B (Vitiello et al., 2020).

O quadro histoldgico ¢ caracterizado por um infiltrado dérmico difuso composto em
grande parte por uma populacdo monotona de centroblastos e imunoblastos (Willemze et al.,
2019), com alta atividade mitotica e poucos linfocitos reativos (Kempf e Mitteldorf, 2015).
Infiltrado dérmico pode envolver o subcutaneo e, ocasionalmente, estende-se a uma epiderme

ulcerada (Goyal et al., 2019).

Em contraste com os linfomas de células B de baixo grau, a maioria das células de
LCPDGCB-TP expressa Ki67. Os marcadores BCL2 e MUMI sao expressos pela maioria de
cé¢lulas B ativadas. FOX-P1, IgM e p63 apresentam positividade em mais de 30% do
infiltrado linfoide que pode auxiliar a distinguir LCPDGCB-TP de LCPCF quando
necessario (Goyal et al., 2019). Muitos casos sao negativos para BCL-6 e CD10, ou mostram
fraca expressao destes marcadores. Redes de CDF positivas para CD21 nado sdo encontradas

(Kempf e Mitteldorf, 2015).

O rearranjo monoclonal de cadeia pesada de Ig ¢ frequentemente presente (Goyal et
al., 2019). Estudos recentes relatam expressdo de MYC em 65% e de BCL2 em 90% dos
casos de LCPDGCB-TP . A dupla expressao MYC e BCL2 esta presente em dois ter¢os dos
casos, que pode facilitar a diferenciagao entre LCPDGCB-TP ¢ LCPCF. Rearranjo do gene
MYC foi detectado em 30% dos casos com um segundo rearranjo no gene BCL6 em casos
raros (Willemze et al., 2019). A hibridizagdo in situ para pesquisa de EBV ¢ negativa em
LCPDGCB-TP e deve ser realizada para excluir linfoma difuso de grandes células associado
ao virus EBV. A maioria dos casos de LCPDGCB-TP contém a delegao 9p21.3, incluindo os
loci CDKN2A e CDKN2B (Senff et al., 2009).
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3.2.3.4 Linfoma intravascular de grande célula B

E uma entidade extremamente rara, frequentemente associada com envolvimento
extracutaneo (sistema nervoso central e pulmao), mas também pode se apresentar como
doenca restrita a pele. Normalmente afeta individuos mais velhos (idade média de 67-70
anos) (Orwat e Batalis, 2012). O progndstico ¢ ruim: sobrevida global de 3 anos para 56% de
pacientes com apenas lesdes cutaneas e 22% para pacientes com doenca generalizada (Ferreri

et al., 2004).

Ocorrem 2 apresentagdes fenotipicas clinicas: forma asidtica (com sindrome
hemofagocitica e linfo-histiocitose hemofagocitica) e ocidental (com envolvimento do
sistema nervoso central e cutaneo) (Orwat e Batalis, 2012). Uma variante cutanea que se
apresenta com doenca limitada a pele no momento do diagnéstico foi descrita. E responsavel

por cerca de 25% de todos os casos ocidentais e afeta predominantemente mulheres

(Willemze et al., 2019).

Os achados cutaneos manifestam em aproximadamente metade dos pacientes com a
forma ocidental e incluem erup¢ao maculopapular, nédulos, placas violaceas, purpura,
ulceras, alteragdes do tipo peau d’orange ou infiltracdo semelhante a celulite. Distribui¢ao
dos vasos e leitos capilares envolvidos determinam os sintomas. Os pacientes geralmente
apresentam sintomas constitucionais e os pacientes com envolvimento do SNC podem
demonstrar déficits no sistema nervoso sensorial e motor, convulsdes, perda de visdo e niveis

de alteracdo de consciéncia (Orwat e Batalis, 2012).

E caracterizado pelo acimulo de células tumorais no limen de pequenos e médios
vasos. O imunofenétipo € variavel com expressdao de BCL2 e MUMI relatada na maioria dos
casos e variabilidade em CD5, CD10 e BCL6 (Murase et al., 2007). Estudo de rearranjo da
cadeia pesada do gene Ig pode ajudar a detectar clonalidade quando ha suspeita histoldgica de

linfoma (Goyal et al., 2019).
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3.2.3.5 Ulcera mucocutinea EBV+

Ulcera mucocutanea EBV' é também uma entidade muito rara. Acomete individuos
imunocomprometidos (como pacientes idosos e/ou pacientes tratados com metotrexato,
ciclosporina, azatioprina, ou inibidores do fator de necrose tumoral alfa). E um processo
indolente, que mostra remissdo completa apds a suspensdo dos medicamentos
imunossupressores ou apds a radioterapia. Caracterizada pelo desenvolvimento de ulceracao
solitaria nitidamente demarcada com rapida evolucdo, envolvendo a pele, mucosa orofaringea

e o trato gastrointestinal (Dojcinov et al., 2010).

Histologicamente, as lesdes contém grandes células B EBV™ Hodgkin-simile com
associagdo inflamatoria. As grandes células transformadas sio PAX5', com expressdo
variavel de CD20, exibem fenotipo de “ndo centro germinativo” (IRF4 / MUMI1", CDI0,
BCL6) e tipicamente expressam CD30 com coexpressdao de CD15 em quase metade dos

casos (Willemze et al., 2019).

3.2.4 Métodos diagnosticos

Os linfomas cutaneos primarios (LCP) compreendem um grupo heterogéneo de
neoplasias linfociticas com amplo espectro de caracteristicas clinicas, histologicas,
imunofenotipicas e genéticas. O exame histopatologico desempenha papel essencial e ¢

frequentemente o ponto de partida na investigacdo diagnostica dos LCP.

As biopsias por punch (4-6 mm), em cunha incisional ou excisional sdo mais
frequentemente realizadas para o diagnostico de LCPCB. Estudo IHQ com um painel de
anticorpos contra antigenos de células B incluindo CD20, CD79a, CD5, CD10, BCL-2, BCL-
6, K/L e MUMI1/IRF4 ¢ uma ferramenta diagnostica essencial. O rearranjo génico da cadeia
pesada e da cadeia leve da Ig por PCR pode ser feito em tecidos de amostra fixada em formol
e incluida em parafina (AFFIP) para confirmar uma origem clonal das células B. A citometria
de fluxo do tecido fresco também pode ser util se a amostra de bidpsia contiver um ntimero

suficiente de células malignas (Sokol et al., 2012).
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Um exame fisico completo ¢ necessario e presenga de linfonodo com 1 cm ou mais de
diametro ¢ considerado anormal. Linfonodos suspeitos ou envolvimento visceral devem ser
investigados, realizacdo de bidpsia cirtrgica ou por agulha grossa (core biopsy) podem ser
suficientes. Os exames laboratoriais a serem realizados incluem hemograma completo com
diferencial, painel metabolico completo e DHL. Exames de imagem (PET/CT) ¢

recomendado para avaliagdo dos LCPCB (Olsen, 2015).

O estadiamento ¢ semelhante ao proposto para os LCPCT nao-MF/SS pela
EORTC/ISCL (International Society for Cutaneous Lymphomas) (Kim et al., 2007) e
recentemente modificado pela EORTC/ISCL/USCLC (United States Cutaneous Lymphoma
Consortium) (Olsen et al. 2021) (Tabela 6), com &nfase na caracterizagdo das lesdes cutaneas
de acordo com tamanho e localizagdo referente as regides de drenagem dos linfonodos
(Figura 4) . Bidopsia de medula 6ssea ¢ necessaria no LCPDGCB-TP, deve ser considerada no
LCPCF e nao ¢ necessario no LCPZM. Se houver qualquer confirmacdo de doenga
extracutanea, os pacientes ndo sdo mais classificados como LCPCB, mas sim como um

linfoma de células B sistémico (Olsen, 2015).

Tabela 6 - Estadiamento de LCPCT nao-MF/SS e LCPCB (EORTC/ISCL/USCLC)

Classificacdo Estadiamento Localizacio e tamanho de lesoes
TNM
Pele (T) TO* Auséncia de lesdes
clinicas suspeitas
Tl Lesao solitaria

Tla Lesdo solitaria <5 cm de didmetro
T1b Lesdo solitaria >5 cm de diametro

T2 Multiplas lesoes
limitadas a 1 regiao T2a Toda doenga acomete uma area circular <15
corporal ou 2 regides cm de diametro
corporais contiguas T2b Toda doenga acomete uma area circular de
15 a <30 cm de diametro
T2¢ Toda doenga acomete uma area circular >30
cm de diametro
T3 Acometimento cutaneo
generalizado T3a Multiplas lesdes acometem 2 regides
corporais nao contiguas
T3b Multiplas lesdes acometem >3 regides
corporais
Linfonodos NO Nenhum acometimento nodal clinico ou
) patologico
N1 Acometimento de uma regido de linfonodo

periférico que drena a area de acometimento
cutdneo ou regido anterior:  bidpsia positiva
para linfoma
N2 Acometimento de 2 regides de linfonodos
(continua)
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Classificacio Estadiamento

TNM

N3

Viscera (M) MO
M1

Localizacido e tamanho de lesoes

(continuagao)

periféricos ou envolvimento de qualquer
regido de linfonodo que ndo drene a area
cutanea acometida ou regido anterior:
bidpsia positiva para linfoma
Acometimento de linfonodos centrais:
biodpsia positiva para linfoma

Linfonodo periférico ou central clinicamen-
te anormal, mas sem determinagdo patold-
gica. Outros meios substitutos para determi-
nar o envolvimento podem ser determinados
pelo consenso da tri-sociedade.

Nenhum envolvimento visceral
Envolvimento visceral

Envolvimento visceral nao é confirmado
nem refutado pela avaliag@o patologica ou de
imagem disponivel

FONTE: modificado de Olsen et al., 2021.
* TO ¢ usado para ensaios clinicos a fim de rastrear o desaparecimento de lesdes cutaneas. Nenhum paciente
com linfoma cutineo primario no momento do diagnéstico deve ser TO. ** Ver Figura 4 para areas corporais de
drenagem linfonodal periférica. TNM: Tumor Node Metastasis, MF: micose fungoide, SS: sindrome de Sézary,
LCPCT: linfoma cutaneo primario de células T/NK, LCPCB: linfoma cutaneo primario de células B.

Figura 4 - Revisao das areas de drenagem linfonodal para determinacio da classificacao
do acometimento cutineo de LCPCT nao-MF/SS e LCPCB

torax

_Regiio linfonodal * Abreviatura Defini¢iio das regides corporais/ limites
cabeca e pescoco CP limite inferior: clavicula anterior e processo espinhoso posterior
T limite superior : borda superior das claviculas; limite inferior:
margem inferior da caixa toracica; limites laterais: linhas axilares
médias, articulagdes glenoumerais (inclusive axila)
BE limite superior : articulagdes glenoumerais (exclusio de axila);

braco esquerdo

limite inferior : articulagdo ulnar/radial/umeral (cotovelo)

(continua)
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_Regido linfonodal * Abreviatura Defini¢io das regides corporais/ limites

antebracgo e méao AME (continuagao)

esquerda limite superior: articulagdo ulnar/radial/umeral (cotovelo)

abdome e genitalia AG limite superior: margem inferior da caixa toracica; limite inferior:
pregas inguinais, perineo anterior

coxa esquerda CE limite superior: pregas inguinais e gluteas;limites inferiores:
metade de patela anterior e metade de fossa poplitea posterior

perna e pé esquerdo PPE borda superior: metade de patela anterior e metade de fossa
poplitea posterior

brago direito BD limite superior: articulagdes glenoumerais (exclusdo de axila);
limite inferior: articulagdo ulnar/radial/umeral (cotovelo)

antebraco e mao direita ~ AMD limite superior : articulag@o ulnar/radial/umeral (cotovelo)

coxa direita CDh limite superior: pregas inguinais e gluteas;limites inferiores:
metade de patela anterior e metade de fossa poplitea posterior

perna e pé direito PPD borda superior: metade de patela anterior e metade de fossa
poplitea posterior

dorso superior DS limite superior: processo espinhoso T1; limite inferior: margem
inferior da caixa toracica; limites laterais: linhas axilares médias.

Dorso inferior/nadegas DIN limite superior: margem inferior da caixa tordcica; limite inferior:

prega glitea inferior e perineo anterior (inclusive perineo); limites
laterais: linhas axilares médias

FONTE: modificado e adaptado de Kim et al., 2007; Olsen et al., 2021.
*Baseada na classificacdo de Ann Arbor. MF: micose fungoide, SS: sindrome de Sézary, LCPCT: linfoma
cutaneo primario de células T/NK, LCPCB: linfoma cutaneo primario de células B.

3.2.5 Tratamento dos LCPCB

Nos linfomas indolentes com doenga localizada, as terapias de primeira linha
geralmente sdo radioterapia local ou excisdo cirargica. A eficacia dos antibioticos no caso de
sorologia positiva para B. burgdorferi ainda ¢ controversa. A abordagem wait-and-see ¢é
considerada possivel pelas diretrizes da EORTC e National Comprehensive Cancer Network

(NCCN) (Dumont et al., 2020).

A taxa de resposta completa ¢ proxima de 100% com radioterapia local, embora
recaidas e eventos adversos agudos ocorram em quase metade dos casos (Gauci et al., 2018).
Coortes retrospectivas auxiliaram na definicdo da melhor dose para reduzir a toxicidade e
manter uma alta taxa de resposta. Nenhuma diferenca significativa entre dose muito baixa (4—
8 Gy) e dose padrao (> 24 Gy) foram encontradas por Goyal et al. (Goyal et al., 2018), mas a
taxa de resposta foi significativamente menor no grupo de dose muito baixa (4 Gy) versus
dose padrdao (> 24 Gy, mediana de 40 Gy) em um estudo recente sobre LCPZM e LCPCF
(Oertel et al., 2020). Lesdes disseminadas podem ser tratadas com rituximabe intravenoso
(anticorpo monoclonal anti-CD20). De acordo com a revisdo da literatura por Morales et al., a

duracgdo da resposta variou de 4 a 39 meses com mediana de 14 meses para LCPCF e 9 meses
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para LCPZM. A taxa de resposta completa foi maior para LCPCF (77%) do que para LCPZM
(43%) (Fernandez-Guarino et al., 2014). Quando as lesdes sdo dificeis de tratar por
radioterapia ou cirurgia, como face e couro cabeludo, tratamento com rituximabe intralesional

pode ser considerado (Senff et al., 2008).

LCPDGCB-TP ¢ um linfoma agressivo que afeta pessoas idosas e seu manejo ¢
desafiador. Atualmente, o tratamento de primeira linha ¢ R-CHOP (combinagdo de
rituximabe, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona) associado ou nao a
radioterapia. Caso a condicdo do paciente ndo permita um tratamento tdo agressivo,
radioterapia local de todas lesdes cutaneas visiveis ou terapia exclusiva com rituximabe

podem ser consideradas (Senff et al., 2008).
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3.3 Pesquisa de clonalidade pelo rearranjo génico da imunoglobulina e TCR

3.3.1 Receptores de célulasBe T

As imunoglobulinas sdo constituidas por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves
idénticas unidas por ligacdes dissulfeto (Figura 5). A por¢do amino-terminal (N) de cada
cadeia possui dominio variavel que se liga ao antigeno por meio de trés regides determinantes
de complementaridade (CDR). A porcdo carboxi-terminal (C) das cadeias pesadas e leves
formam as regides constantes, que definem a classe e subclasse das imunoglobulinas e
controlam se a cadeia leve ¢ do tipo K ou L. A sequéncia de aminoacidos da regido constante
das cadeias pesadas especifica cinco classes de imunoglobulinas (IgG, IgA, IgM, IgD e IgE),
quatro subclasses de IgG e duas subclasses de IgA. Essas classes e subclasses tém fungdes
diferentes. Cada tipo de Ig pode ser produzida como uma molécula circulante (funcionando
como um anticorpo) ou molécula estaciondria (com func¢ao de receptor para o antigeno). Este
ultimo tipo tem uma estrutura transmembrana hidrofobica que ancora a molécula na
membrana da célula B, onde funciona como receptor de células B (B-cell receptor - BCR).
Ao contrario da Ig, nas células os TCR sao produzidos apenas como moléculas de estrutura
transmembrana (com fun¢do de receptor para o antigeno). Consistem em heterodimeros o/
ou v/9; cada cadeia a, B, Y € 6 contém um dominio variavel e um dominio constante. Como na

molécula de anticorpo, os dominios variaveis contém trés CDR (Delves e Roitt, 2000).

Figura S - Representacio esquematica bidimensional da imunoglobulina

Representagio da
imunoglobulina
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FONTE: modificado de Schroeder et al.,2010.
As imunoglobulinas sdo constituidas por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves idénticas unidas
por ligacdes dissulfeto.

Estima-se que os linfocitos sejam capazes de produzir cerca de 10" diferentes regides
variaveis de imunoglobulinas (células B) e nimero semelhante de regides variaveis de TCR
(células T). Notavelmente, a vasta diversidade de repertorio imunoldgico se origina de menos
de 400 genes. Este resultado extraordinario ¢ obtido por processos de recombinagdo que
cortam, emendam e modificam genes da regido variavel. Os componentes genéticos que
codificam as imunoglobulinas encontram-se em trés cromossomos (Figura 6): locus IgH
(referente a cadeia pesada de Ig) localizado no cromossomo 14, locus IgK (cadeia leve kappa
de Ig) localizado no cromossomo 2 e locus IgL (cadeia leve lambda de Ig) localizado no
cromossomo 22. Dentro do locus IgH ocorrem quatro tipos de segmentos génicos: V (regido
variavel), D (regido de diversidade), J (regido de juncao) e C (regido constante). Os loci IgK e
IgL ndo tém segmentos D. Os genes do TCR tém uma organiza¢do semelhante e também

contém segmentos V, D, J e C (Delves e Roitt, 2000).

Figura 6 - Representaciao cromossomica dos loci das cadeias pesada e leves (kappa e
lambda) das imunoglobulinas
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FONTE: modificado de Schroeder et al.,2010.
Os loci cromossdmicos € componentes genéticos que codificam as imunoglobulinas.
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3.3.2 Rearranjo génico do receptor de Ig e TCR

No processo de diferenciagao linfoide inicial os loci dos genes Ig ¢ TCR contém
diferentes segmentos génicos de regido V, D e J que estdo sujeitos ao processo de rearranjo.
Os rearranjos V-D-J sdo mediados pelo complexo enzimatico recombinase em que as
proteinas RAG1 e RAG2 desempenham um papel fundamental ao reconhecer e cortar o DNA
nas sequéncias do sinal de recombinagdao. O processo de rearranjo geralmente comega com
rearranjo de D para J seguido por um rearranjo V para D-J na IgH (Figura 7) e nos genes de
TCR beta (TCRB) e TCR delta (TCRS); ou no rearranjo direto V-J em IgK, Igl., TCR alfa
(TCRa) e TCR gama (7-cell receptor gamma - TCRy). O rearranjo génico de Ig e TCR
durante o periodo de diferenciagdo linfoide inicial segue uma ordem hierarquica. Durante a
diferenciagdo de células B, primeiro os genes IgH se reorganizam, depois IgK,
potencialmente resultando na expressao de IgH/K. Ou seguido por dele¢do de IgK e rearranjo
de IgL, potencialmente seguido pela expressdo IgH/L. Isso implica que praticamente todas as
células B com rearranjo de IglL apresentam delecdes monoalélicas ou bialélicas do gene IgK.
Durante a diferencia¢do da célula T, primeiro ocorre rearranjo dos genes TCRo, seguido de
TCRy, potencialmente resultando na expressdo de TCR yd. Ou seguido pelo rearranjo de
TCRp e exclusdo de TCRS com subsequente rearranjo de TCRa, potencialmente seguido pela
expressdo de TCRaf. Os padrdes de rearranjo de genes de Ig e TCR em neoplasias linfoides
geralmente seguem esta ordem de hierarquia descrita, embora padrdes de rearranjo incomuns
possam ser encontrados particularmente em leucemias linfoblasticas agudas (van Dongen et

al., 2003).

Os linfocitos B maduros estendem ainda mais o repertdrio de Ig apds reconhecimento
de antigenos em centros germinativos via hipermutagcdo somatica (HSM), um processo que
leva a maturagao de afinidade das moléculas de Ig. O processo de HSM concentra-se no exon
V (D) J dos genes de cadeias pesada e leves e ocorre através de mutagdes de nucleotideo
unico e inser¢des ou delecdes ocasionais de nucleotideos. Portanto, genes de Ig com mutagao
somatica sao encontrados em malignidades de células B maduras do centro germinativo ou

originadas do centro pds-germinativo (van Dongen et al., 2003).
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Figura 7 - Representacio esquematica do rearranjo da cadeia pesada da imunoglobulina
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FONTE: adaptado de Delves et al.,2000.

O processo de rearranjo inicia-se com o rearranjo de D para J seguido pelo rearranjo V para D-J na
cadeia pesada da imunoglobulina. A diversidade de repertorio imunolégico ocorre pelo rearranjo
aleatorio de 1 entre 25 segmentos génicos de diversidade (D) associado a qualquer 1 dos 6 segmentos
génicos de juncao (J). Seguido pelo rearranjo de qualquer 1 dos 50 segmentos génicos variaveis (V)
associado ao segmento DJ ja reorganizado. Diversidade adicional ocorre pela incorporagdo de
nucleotideos mediada pela enzima desoxirribonucleotidiltransferase terminal (TdT). O transcrito de
RNA primario de cadeia pesada é processado em RNA mensageiro.

3.3.3 Pesquisa de clonalidade pela pesquisa de rearranjo génico da Ig e TCR

Estudos de rearranjos génicos funcionam como ferramentas diagnésticas uteis para
leucemias e linfomas, e também como marcadores moleculares de células tumorais derivadas
de expansado clonal dos linfocitos B (Abbas et al., 2014). A analise molecular de clonalidade
baseia-se no fato de que, em principio, todas as células de uma neoplasia maligna t€ém uma
origem clonal comum e demonstram rearranjo clonal (idéntico) dos genes de Ig (Fan e
Robetorye, 2013). O diagnoéstico de proliferacdes malignas de células B ¢ portanto, apoiado
pelo achado de clonalidade do gene de Ig, enquanto que linfoproliferagdes reativas mostram
genes de Ig com rearranjo policlonal (Cossman et al., 1991; Langerak et al., 2001). As cadeias
pesada e leves de Ig apresentam rearranjo clonal em linfomas (baixo, intermediario e alto

grau) e leucemias (Cossman et al., 1991; Aisenberg, 1993; Noor Haslina et al., 2013).

A pesquisa do rearranjo génico ¢ realizada utilizando-se o método de Southern blot ou
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A analise de SB foi utilizada inicialmente, porém

recentemente a PCR substituiu esta técnica. As vantagens dos ensaios de PCR em relagdo ao
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SB sdo: PCR ¢ mais sensivel do que SB, utilizacdo de quantidades menores de DNA e
parcialmente degradado, além de possibilidade de realizagio em AFFIP (Hughes et al.,

2001).

No entanto, a sensibilidade e especificidade das diferentes técnicas de PCR diferem
por causa da ligacdo ineficaz de primers, especialmente na HSM que sdo comuns no LCP.
Resultados falsos positivos sdo comuns especialmente em tecido extranodal (por exemplo,
pele) pois apenas pequenas quantidades de células B malignas podem estar presentes; isto ¢
especialmente verdadeiro se a amostra ¢ analisada apenas uma vez. Em tais situagdes, analises

repetidas podem auxiliar na avaliacdo de pseudomonoclonalidade (Felcht et al., 2011).

Linfocitos B produzem diversos anticorpos através do mecanismo de rearranjo do
gene da Ig e HSM. O gene de IgH consiste em trés CDR e trés regides de estruturas
conservadas (FR/framework) intercaladas entre si. O sitio de ligagdao ao antigeno, conhecido
como CDRIIIL ¢ a regido mais variavel do gene IgH rearranjado. Uma vez que os genes do
receptor do antigeno sdo polimorficos (relacionado com populagdo heterogénea de sequéncias
de DNA), ¢ dificil empregar um unico conjunto de sequéncias de primers de DNA para
direcionar todas as regides alvo em torno do rearranjo V-J. A diversidade da regido terminal
N e ocorréncias de mutagdo somatica aumentam ainda mais a variedade de sequéncias de
DNA nessas regides. Portanto, primers multiplex com alvo para vérios FR , sdo necessarios

para identificar a maioria dos rearranjos clonais (Abbas et al., 2014).

Em 2003, BIOMED-2 (protocolo BMH4 CT98-3936) foi desenvolvido por um grupo
de estudo colaborativo que reuniu varios institutos de 7 paises europeus no desenvolvimento e
padronizagdo de protocolos de primers de PCR para detec¢do de rearranjo gé€nico de Ig e
TCR; assim como diretrizes para interpretacdo dos resultados (Felcht et al., 2011). Foi
observado aumento expressivo na deteccdo de rearranjos clonais. Ao utilizar 107 primers
diferentes em apenas 18 tubos de PCR multiplex, € possivel detectar virtualmente todas as
proliferacdes clonais de células B e T (Deonizio e Guitart, 2012). Assim ¢ considerado de alta
sensibilidade e especificidade, pois avalia quase todos os possiveis rearranjos génicos da Ig.
Avalia rearranjos VH-JH dos genes IgH (tubos A, B e C), DHJH dos genes IgH (tubos D ¢ E),
rearranjos do gene Igk (tubo A: VK-JK; tubo B: VK/intron-Kde) e rearranjos do gene IgL
(tubo VA-JA). Desta forma atua em todas essas regides, com agdo de oligonucleotideos em

todo potencial de variabilidade dos rearranjos (Felcht et al., 2011). O consoércio que iniciou o
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grupo de estudo BIOMED-2, atualmente mantém a colaboracdo sob o nome de EuroClonality

(Langerak et al., 2012).

Uma vez que neoplasias de células B contém genes de IgH reorganizados de forma
idéntica, primers de PCR com alvo em FR tém a capacidade de detectar populacao de células
B monoclonais tanto em forma de banda em eletroforese de gel ou pico agudo em
sequenciador de fragmentos de DNA. Entre os varios testes de PCR baseados em DNA, o
BIOMED-2 utiliza trés conjuntos de primers denominados FR1, FR2 e FR3 no estudo de IgH;
e tornou-se o método de laboratdrio mais comumente utilizado (Xu et al., 2015). O valor deste
protocolo foi demonstrado na avaliagdo de malignidades sistémicas de células B e de células
T em grandes estudos multicéntricos. Recentemente, foi demonstrado que o BIOMED-2 pode
diferenciar entre infiltrados linfoides benignos na pele e LCPCF, assim como LCPZM;
entretanto a sensibilidade difere nos subgrupos de LCPCB e entre os estudos (Felcht et al.,

2011).

Os produtos de PCR sdo analisados por diferentes técnicas. Na maioria dos métodos
convencionais de PCR, a monoclonalidade ¢ definida pela presenca de uma banda discreta
apos eletroforese em gel dos produtos de PCR (Deonizio e Guitart, 2012). Mas a eletroforese
capilar de alta resolucdo, em particular associagdo com a andlise de fragmento de
fluorescéncia em sequenciadores de DNA automatizados, ¢ recomendado pela vantagem de
fornecer o tamanho exato de 1 bp de cada amplicon em comparacdo com outras técnicas de
eletroforese (Lukowsky et al., 2006). Assim permite uma medicao precisa de pares de bases
dos produtos de PCR, e fornece a identificacao do clone celular (Deonizio e Guitart, 2012).
Os rearranjos de genes monoclonais sdo identificados se um ou dois picos proeminentes

estiverem presentes em pelo menos um tubo de PCR (Lee et al., 2016).

O rearranjo dos genes de IgH ¢ o primeiro evento de rearranjo a ocorrer na
diferenciagdo de células B e esta presente na maioria dos LCPCB (Van Der Burg et al., 2001).
Como varias regides (FR1, FR2 e FR3) de genes de IgH podem ser avaliados, varios
protocolos foram desenvolvidos (Diss et al., 1994; Nihal et al., 2000) com destaque para o
protocolo BIOMED-2 (van Dongen et al., 2003). A sensibilidade pode variar de menos de
20% a mais de 90%, a depender do método empregado (Bagg et al., 2002; Nikiforova et al.,
2007). Em alguns casos, ndo ¢ possivel amplificar o gene IgH devido falha de ligacdao dos

primers ao rearranjo que ocorreu nos linfocitos B neopldsicos ou amostra de DNA
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inadequada. Resultados falso negativos podem ocorrer especialmente em casos de HSM da
regido variavel do gene de IgH devido dificuldade de anelamento dos primers no segmento
do gene IgH rearranjado. Os rearranjos dos genes IgK e Igl também podem ser investigados
e aumentam a sensibilidade diagndstica em até 93%, particularmente quando combinada com

analise do gene de IgH (Gong et al., 1999; Diss et al., 2002; Melotti et al., 2010).

Um algoritmo de selecdo de primers foi proposto conforme populacdo celular suspeita
(Figura 8). Em caso de suspeita de clonalidade de células B, geralmente o trés alvos FR de
IgH sao indicados, em paralelo ou seguidos pela pesquisa do rearranjo dos genes de IgK.
Embora o uso consecutivo de IgH seguido de IgK possa ser uma abordagem mais econdmica,
a pesquisa simultanea do rearranjo de IgH e IgK pode ser mais eficiente pelo ganho de tempo
diagnostico, tanto para o clinico quanto para o paciente. Mesmo que a pesquisa do rearranjo
referente aos genes IGH V-J e IgK seja suficiente na maioria dos casos (>95%), a avaliacdo
dos alvos IGH D-J e IgL pode ser ocasionalmente util como abordagem de segunda linha

(Langerak et al., 2012).
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Figura 8 - Algoritmo para diagnostico de clonalidade em suspeita de linfoproliferacoes
com diagnéstico inconclusivo ou histologia, imunofenétipo ou apresentacgao clinica
incomuns baseado no PCR multiplex (protocolo EuroClonality/ BIOMED-2)
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FONTE: adaptado de Langerak et al., 2012.

Em caso de suspeita de proliferagdo de células B, a analise de PCR multiplex IgH VH — JH ¢ a
abordagem inicial. Como uma segunda etapa, a analise de IgK (rearranjos Vk-Jk e Kde) pode ser
realizada. De preferéncia, essas duas etapas sdo combinadas. A analise de IgH DH-JH e IgL pode ser
reservada para os demais casos suspeitos, nos quais os ensaios de PCR anteriores ndo conseguiram
detectar monoclonalidade e também n3o mostraram evidéncia de policlonalidade. Para suspeita de
proliferagdo de células T, PCR multiplex de TCRB ¢ geralmente mais informativo do que o TCRG,
mas os dois alvos devem ser usados em paralelo. Apenas em caso de suspeita de proliferagdo de
células T e células T imaturas proliferagdes TCRyS', é preferivel a analise combinada de TCRG e
TCRD. Em caso de suspeita de linfoproliferacdes de origem desconhecida, ambos os genes Ig e TCR,
devem ser usados como alvos de PCR. TCRB: TCR beta; TCRD: TCR delta, TCRG: TCR gamma

A sensibilidade global dos métodos baseados em PCR para a detec¢ao de clonalidade
de células T varia aproximadamente entre 70% e 90%, com especificidade varidvel conforme
populacdo da amostra. Populacdo clonal que represente de 0,001% até 1,0% do infiltrado
pode ser detectada pelo PCR. Outras caracteristicas conferem maior aplicabilidade ao método,
como: velocidade, menor quantidade necessaria de DNA e novas técnicas permitindo a

extracao suficiente de DNA de tecido proveniente de AFFIP. O teste amplifica o DNA
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extraido ao utilizar primers direcionados contra o TCR beta, cadeias gama e delta. O gene da
cadeia gama ¢ o mais comumente utilizado por causa da menor complexidade do genoma,
com limitado niumero de segmentos V e J, e auséncia de segmentos D, e exige, portanto,
menos primers especificos e um produto de PCR ideal acima de 400 bp (pares de base)

(Deonizio e Guitart, 2012).

A andlise de clonalidade através de PCR tem desenvolvido um importante papel
diagnostico em LCPCB, mas apropriados protocolos devem ser selecionados e otimizados
para garantir os beneficios da sensibilidade diagnostica destas técnicas. A qualidade de DNA
nas amostras ¢ de importancia crucial e as bidpsias de pele sdo notoriamente pobres nesse
aspecto. O processo de AFFIP danifica o DNA por fragmentacdo ou outros mecanismos, €
pode prejudicar a sensibilidade do teste pela dificuldade de amplificacdo de fragmentos de

DNA (van Dongen et al., 2003; Zsikla et al., 2004; Melotti et al., 2010).
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4.CASUISTICA E METODOS

4.1 Casuistica

Foram inicialmente selecionados 81 pacientes com diagnostico de PLPCB da
casuistica do Ambulatorio de Linfomas Cutaneos da Divisdo de Clinica Dermatologica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo registrados no
periodo compreendido entre 1989 e 2019 (Figura 9). Os pacientes selecionados apresentavam
quadros clinico-patologicos e fenotipicos de PLPCB com possibilidades diagndsticas de PLC

ou LCPCB, com as seguintes caracteristicas:
a) diagnostico definitivo de pseudolinfoma cutaneo;

b) possibilidade diagnoéstica de pseudolinfoma cutaneo ou linfoma cutaneo de células B,
ndo sendo possivel a diferenciagdo entre ambos através de critérios clinicos-

evolutivos, histopatoldgicos e imuno-histoquimicos;
c) diagnostico estabelecido de linfomas cutaneos de células B.

O estudo foi desenvolvido no periodo de 2017 a 2021. Dentre os 81 pacientes
selecionados, foram estudados 35 pacientes e os demais 46 pacientes foram excluidos (Figura
9). Os critérios de exclusdo foram pacientes com materiais de bidpsia de pele indisponiveis,

blocos de parafina com materiais insuficientes ou com qualidade prejudicada.

Figura 9 - Casuistica do estudo

1415 pacientes em acompanhamentono Ambulatério de
Linfomas Cutaneos HCFMUSP entre 1989 - 2019

| 81 casos de PLPCB

AN

46 casos excluidos l | 35 casos estudados

PLPCB: Processos linfoproliferativos cutaneos de células B
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Caracterizou-se pela revisdo de prontudrios, reavaliacdo histopatologica, revisdo
imuno-histoquimica e pesquisa de clonalidade em material proveniente de bidpsias cutaneas
(maioria ja realizadas). Em todos os casos foram utilizados materiais de bidpsias cutaneas
provenientes de AFFIP, mas em 11 casos também foram utilizadas amostras congeladas (AC)

a-20°C.

Foi obtido aprovagio pelo Comité de Etica do HCFMUSP e todos os participantes que
foram submetidos a nova bidpsia cutanea assinaram um termo de consentimento livre e

esclarecido (TCLE).

4.2 Métodos

4.2.1. Avaliacao de dados gerais e demograficos

Os dados foram obtidos mediante revisao de prontuarios com coleta de informagdes
clinicas, demograficas e laboratoriais dos pacientes. Informacdes referentes ao quadro clinico,
como historia, data da primeira consulta e tempo de historia pregressa da doenga atual foram
consideradas. Foram descritas as comorbidades e outras neoplasias antecedentes. As lesdes
cutaneas foram caracterizadas quanto a morfologia e localizacdo. Foram obtidos dados
demograficos como sexo, idade na ocasido do diagnostico e raca/cor. Quanto aos exames
laboratoriais e de imagem, foram avaliados: hemograma completo, dosagem sérica de
desidrogenase latica (DHL), exames de imagem (radiografia, tomografia, ultrassom ou PET-
CT), sorologias para HTLV, HIV e Borrelia. Os dados foram registrados em um instrumento

especificamente desenhado para este fim (Apéndice A).

4.2.2 Avaliacdo de dados clinico-evolutivos, histopatolégicos, imuno-histoquimicos e de

clonalidade

Os pacientes estudados foram submetidos a um protocolo de investigagdao diagndstica
(PID) proposto especificamente para este estudo. Os critérios utilizados foram baseados nas

avaliagOes detalhadas a seguir:
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b)

c)
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avaliagdo clinica-evolutiva;
revisdo histopatologica associada a estudo imuno-histoquimico;

pesquisa de clonalidade pela anélise do rearranjo génico da Ig (PCR multiplex) através

do protocolo BIOMED-2/ EuroClonality.

4.2.2.1 Avaliacao clinica-evolutiva

Os dados clinico-evolutivos foram avaliados por trés dermatologistas independentes

(ABG, DRM e JAS) mediante andlise dos dados obtidos pela revisdo de prontudrios e

fotografias seriadas durante o seguimento dos casos estudados.

O critério clinico foi avaliado pelo aspecto clinico (ndo sugestivo, duvidoso ou

sugestivo de linfoma) através da revisao dos quadros clinicos por fotografias, e definido pelos

autores como detalhado a seguir:

a)

b)

aspecto clinico “nao sugestivo” foi considerado na presenca de lesdes:

- isoladas ou miliariformes difusas;

- menores de 1 cm;

- ndo infiltradas

- ndo ulceradas;

aspecto clinico “sugestivo” de linfoma foi considerado na presenca de:

- placas infiltradas, nédulos infiltrados, tumores ou ulceragao;

- coloragao eritematosa ou eritemato-violacea;

- bordas mal definidas;

- localizacdo principalmente em couro cabeludo, face, tronco, membros superiores e
pernas;

aspecto clinico “duvidoso” foi considerado quando nao preencheu critérios para

sugestivo ou nao sugestivo.

Aos resultados do critério clinico foram atribuidas as seguintes pontuacdes: nao

sugestivo (zero), duvidoso (um ponto) e sugestivo de linfoma cutaneo (dois pontos) conforme

Tabela 7.
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Tabela 7 - Avaliacio do critério clinico pelo protocolo de investigacao diagnéstica
proposto para o estudo de processos linfoproliferativos cutineos de células B

Avaliacao Resultados Pontuacoes
Critério clinico Aspecto clinico ndo sugestivo de linfoma cutianeo 0
Aspecto clinico duvidoso de linfoma cutaneo 1
Aspecto clinico sugestivo de linfoma cutneo 2

A evolucao foi avaliada pelo critério evolutivo quanto possibilidade de: regressao
espontanea apos abordagem diagnoéstica (biopsia) durante o seguimento, persisténcia do
quadro poés tratamento, recidiva, novas lesdes a despeito do tratamento ou disseminacdo

extracutanea.

Aos resultados do critério evolutivo foram atribuidas as seguintes pontuagdes:
regressao espontanea apos abordagem diagnoéstica (bidpsia) durante o seguimento (um ponto
negativo), persisténcia do quadro pos tratamento (um ponto), recidiva (dois pontos), novas
lesdes a despeito do tratamento (trés pontos) e disseminacdo extracutinea (seis pontos),

conforme Tabela .

Os resultados dos critérios clinicos e evolutivos foram correlacionados a escala de
pontuacdo numérica com diferencial de um ponto entre os diferentes achados, de acordo com
maior possibilidade de associagdo com o diagnodstico de linfoma cutaneo. As excegdes
ocorreram tanto na atribui¢do da menor pontuacdo (um ponto negativo) na ocorréncia de
regressao espontanea apos bidpsia (menor associagao com o diagndstico de linfoma e maior
correlagdo com processo reacional/benigno) quanto da maior pontuagao (seis pontos) na
ocorréncia de evolugdo com disseminagdo extracutanea (linfonodal/visceral) pela

inquestionavel associacdo com o diagnostico de linfoma entre os demais aspectos avaliados.

Tabela 8 - Avaliacao do critério evolutivo pelo protocolo de investigacdo diagnostica
proposto para o estudo de processos linfoproliferativos cutineos de células B

Avaliacao Resultados Pontuacoes

Critério evolutivo Evolugdo com regressdo espontanea apds abordagem -1
diagnostica (biopsia)

Evolugao com persisténcia do quadro pds tratamento
Evolucao com recidiva

Surgimento de novas lesdes a despeito do tratamento
Evolucao com disseminacgao extracutanea

AN W N =
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A associagcdo dos resultados dos critérios clinicos e evolutivos com as respectivas
pontuagdes foi estabelecida na definicdo da pontuagdo final do critério clinico-evolutivo
(CE). Na avaliagdo final do critério clinico-evolutivo, foram considerados os seguintes
resultados e pontuacdes: ndo compativel com linfoma (um ponto negativo ou zero),
indeterminado (um a dois pontos), suspeito (trés a cinco pontos) ou compativel com linfoma

(maior ou igual a seis pontos), conforme detalhado na Figura 10 e Tabela 9.

Figura 10 - Pontuacao final da associa¢ao dos critérios clinicos e evolutivos pelo
protocolo de investigacdo diagnostica proposto para o estudo de processos
linfoproliferativos cutaneos de células B

Critério clinico (escores) | Nao sugestivode linfoma Duvidoso Sugestivo de linfoma
Critério evolutivo (escores) cutaneo (0) Q) cutineo (2)
Regressio espontinea apos biopsia (-1) -1 0 1
Persisténcia do quadro pés tratamento (1) 1 2 3
Recidiva (2) 2 3 4
Novas lesdes a despeito do tratamento (3) 3 4 5

Interpretacio da pontuacio final do critério clinico-evolutivo (somatério dos escores do critério clinico e critério evolutivo)

—> Pontuagio -1 ou zero: nio compativel com linfoma cutineo
— Pontuacio 1a2:indeterminado
— Pontuagio 3 a5: suspeitode linfoma cutineo

- > Pontuacio >6: compativel com linfoma cutineo

Tabela 9 - Avaliacao do critério clinico-evolutivo pelo protocolo de investigacao
diagnostica proposto para o estudo de processos linfoproliferativos cutineos de células B

Avaliacao Resultados Pontuacgoes
Critério clinico-evolutivo Nao compativel com linfoma cutaneo -lou0
Indeterminado la2
Suspeito de linfoma cutaneo 3a$
Compativel com linfoma cutaneo >6

4.2.2.2 Avaliacdo histopatologica e imuno-histoquimica

4.2.2.2.1 Revisdo histopatologica
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O material correspondente as bidpsias cutaneas foi resgatado dos arquivos do

laboratorio de Dermatopatologia da Divisdo de Clinica Dermatologica do HCFMUSP.

O estudo histopatologico (HP) foi realizado através de secgdes histologicas

consecutivas dos espécimes cutaneos fixados em formol e incluidos em parafina, além de

corados com hematoxilina e eosina (HE).

Posteriormente as laminas dos fragmentos de pele foram revisadas por patologista

(MCZ) e dermatologista (ABG), preenchendo-se as planilhas com os critérios

histopatologicos relevantes e definidos previamente (Apéndice B). Os seguintes critérios,

relativos as células (linfoides) de interesse, foram considerados:

a)
b)

c)

d)

intensidade do infiltrado celular: discreto/leve, moderado ou intenso;

distribuicao do infiltrado: difuso, nodular, focal (perianexial ou perivascular) ou
intersticial /dissec¢ao de colageno;

extensdo do infiltrado: presente ou ausente em derme superior, derme média, derme
profunda ou hipoderme/subcutaneo;

zona de Grenz: presente ou ausente;

tamanho das células: presenca de pequenas, médias ou grandes células;
componente inflamatorio associado: presenga ou auséncia de neutrofilos, eosinofilos,
plasmocitos , histiocitos ou linfécitos T;

epidermotropismo: presente ou ausente;

foliculotropismo: presente ou ausente;

atipia celular: leve, moderada, intensa ou ausente;

invasdo vascular: presente ou ausente;

invasdo/destruicdo de anexos cutaneos: presente ou ausente;

mitose: presente, ausente ou atipica;

ulceracao de epiderme: presente ou ausente;

apoptose: presente ou ausente;

necrose de infiltrado: presente ou ausente;

foliculos linfoides: ausentes, raros ou frequentes;

centros germinativos: ausentes, raros ou frequentes;

zonas do manto: ausentes, raras ou frequentes.
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No caso do paciente possuir multiplas biopsias, foi selecionada para a avaliacdo
semiquantitativa e exames complementares a amostra mais representativa, dentre aquelas

realizadas antes de qualquer tipo de tratamento.

4.2.2.2.2 Revisdo imuno-histoquimica

O estudo imuno-histoquimico (IHQ) foi realizado através de laminas ja
confeccionadas anteriormente durante a investigagdo dos pacientes no periodo que estes
estavam sob acompanhamento ambulatorial. E para os imunomarcadores adicionais segundo
o protocolo do estudo, novas laminas foram produzidas, utilizando-se o material armazenado

incluido em parafina.

Em todos os casos selecionados, foi utilizado painel basico com os seguintes
anticorpos: CD20, CD3, CD10, CD 21, CD23, BCL2, BCL6 e KI67. Foram utilizadas na
maioria das vezes as laminas j4 existentes no arquivo, e outras vezes laminas confeccionadas
recentemente. Assim, houve variagao da técnica de imuno-histoquimica com utilizagdo mais
recente do método automatizado e mais remotamente a técnica manual convencional; com
multiplas caracteristicas de antigenos, clones e marcas dos anticorpos utilizados. Alguns
pacientes apresentaram painel imuno-histoquimico complementar de acordo com as

particularidades dos casos.

As laminas foram revisadas por patologista (MCZ) e dermatologista (ABG). Foram
estabelecidos critérios IHQ de avaliagdo (Apéndice C) baseando-se no protocolo

semiquantitativo para avaliacdo da marcagdo nas células de interesse (Tabela 10).

Tabela 10 - Protocolo semiquantitativo para avaliacio imuno-histoquimica do proposto
estudo

Resultado Pontos  Interpretacgio

Negativo 0 Nenhuma marcagao nas células de interesse
Positivo (1+/4)
Positivo (2+/4)
Positivo (3+/4)
Positivo (4+/4)

Marcacao em até 25% das cé€lulas de interesse
Marcagao de 26 a 50% das células de interesse
Marcacao de 51 a 75% das células de interesse

AW N~

Marcagao em mais de 75% das células de interesse
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Ao final da revisdo, fez-se a impressdo diagnostica histopatologica associada a imuno-
histoquimica a partir dos achados obtidos e correlagdo com escala de pontuagdes. Foram
considerados os seguintes resultados: ndo compativel com linfoma/benigno (pontuagao zero),
indeterminado (um ponto) ou compativel com linfoma/maligno (dois  pontos),

disponibilizados em Tabela 11.

Tabela 11 - Avaliacio do critério histopatologico associado ao imuno-histoquimico pelo
protocolo de investigacdo diagnostica proposto para o estudo de processos
linfoproliferativos cutineos de células B

Avaliacao Resultados Pontuacoes
Critério histopatoldgico e imuno- | Nao compativel com linfoma/benigno 0
histoquimico
Indeterminado 1
Compativel com linfoma/maligno 2

4.2.3 Pesquisa de clonalidade pela analise do rearranjo génico da Ig e TCRy

O estudo da clonalidade para células B foi realizado através da pesquisa do rearranjo
dos genes da cadeia pesada (IgH) e das cadeias leves de Ig (IgK e IgL). A pesquisa da
clonalidade de células T foi realizada pelo estudo do rearranjo dos genes do TCRy. Em
ambos, utilizou-se o0 método de PCR de acordo com protocolos descritos abaixo. Os materiais
de bidpsias cutaneas prévias foram avaliados através de cortes histologicos provenientes de

AFFIP e/ou AC a-20°C.

4.2.3.1 Extracdo do DNA

Cinco cortes histologicos de 5 um foram obtidos em micrétomo com lamina virgem
do material proveniente de bidpsia cutdnea (AFFIP) dos doentes a serem estudados. O
material foi armazenado em microtubos (2,0 mL) de Eppendorf livie de DNase ¢ RNase.
Posteriormente encaminhado para processamento no Laboratério de Investigagdo Médica em
Genética e Hematologia Molecular do HCFMUSP (LIM 31). Foram realizados cortes de 25
mg de tecido dos fragmentos de pele que estavam armazenados e congelados a - 20 ° C no
LIM 31. Os cortes foram submetidos ao protocolo para desparafinacdo conforme descrito a

seguir:
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Para a extragdo de DNA de tecidos provenientes de AFFIP, 1 mL de Xilol PA
(Invitrogen, Califérnia, EUA) foi adicionado em cada amostra, estas foram homogeneizadas
em vortex por 15 segundos e centrifugadas a 20.000 g por 5 minutos. Apds a remog¢ao do
xilol, o pellet foi lavado duas vezes com 1,5 mL de etanol absoluto por 5 minutos a 20.000 g.
Ap0s cada lavagem o sobrenadante foi descartado. O pellet celular foi entdo incubado a 37 °C
por no minimo 15 minutos ou até a evaporagdo total do etanol. Os proximos passos da
extracdo foram realizados conforme protocolo de extracdo de DNA de tecidos do Kit de
extracdo de DNA, QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Alemanha). As amostras foram
ressuspendidas em 30 uL de tampado AE.

Para a extragdo de DNA de pele, cortes de 25 mg de tecido foram acondicionados em
microtubos de 1,5 mL seguidos da adi¢ao de 200 uL de tampao ATL e 20 uL de proteinase K.
Esta solucao foi incubada 56 °C a 500 rpm por 16 horas em agitador térmico “thermoMixer”
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e, posteriormente, centrifugada a 6000 x g por 1 minuto
para remog¢ao de gotas do interior do microtubo. Apds esta etapa, foi adicionado a solucao
200 uL de tampao AL, seguida de homogeneizagao por 15 segundos em vortex e incubada a
70 °C por 10 minutos em agitador térmico “thermoMixer”. Apds a adigdao de 200 uL de etanol

absoluto, o protocolo foi realizado conforme protocolo de extracdo de DNA.

Apos a realizagdo do protocolo de extracdo do DNA, os produtos foram encaminhados

para amplificagdo por PCR.

4.2.3.2 PCR Multiplex para andlise de clonalidade em células B

Para a realizacdo dos ensaios de clonalidade de células B foram utilizados os kits IgH
e IgK B-Cell Clonality Assay for ABI Fluorescence Detection (Invivoscribe, referéncia 1-100-
0031) e Igl. Gene Clonality Assay for ABI Fluorescence Detection (Invivoscribe, referéncia
1-103-0011). A avaliacdo de IgH ocorreu através da andlise realizada nos tubos A (alvo
FR1VH-JH) , B (alvo FR2 VH-JH ) e C (alvo FR3 VH-JH). A avaliagdo de IgK ocorreu
através da analise em dois tubos (tubo A com alvo VK-JK e tubo B com alvo VK-Kde +

intron-Kde) e um tubo em relacao a IglL (tubo A com alvo VA-JA).
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As reagdes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas conforme manual do
fabricante. Para cada reacdo foram utilizados 22,25 pL de master mix, 0,25 pl de AmpliTaq
Gold (Applied Biosystems, referéncia N808-0241) e 2,5 uL de DNA com concentragdo
variando entre 15 e 25 ng, totalizando 25 pL de volume de reagdo. As reacdes foram
realizadas em paralelo com os respectivos controles positivos, negativos e controle sem DNA.

Ap6s a PCR, as amostras foram submetidas a técnica de sequenciamento.

4.2.3.3 PCR Multiplex para andlise do rearranjo dos genes receptores TCRy

Para cada reagdo da PCR multiplex foram utilizados 1,25 pL de 10x buffer, 0,375 uL
de MgCl12 a 50 mM, 0,25 pL de DNTP a 10 mM, 0,5 pL de cada um dos 7 oligonucleotideos
(IDT, Iowa, EUA) a 10 pmol/uL, 0,2 puL (1 U) de Platinum Taq DNA Polymerase
(Invitrogen, Califérnia, EUA), 5,4 uL de dgua ultrapura e 1,5 uL de DNA. Para amplificagdo
dos produtos da PCR, foi utilizado o termociclador Veriti (Applied Biosytem, Foster City,
CA) nas seguintes condicdes: 1 ciclo a 94 °C por 3 min, 40 ciclos a 95 °C por 1 min/61,8 °C
por 30 seg/72 °C por 30 seg, 1 ciclo a 72 °C por 10 min e um ciclo a 4 °C oo até a retirada das
reacdes do termociclador. Apdés a PCR, as amostras foram submetidas a técnica de

sequenciamento.

4.2.3.4 Eletroforese capilar de fragmentos e sequenciamento

Para o sequenciamento, o produto da PCR foi diluido 1:5 e 1 pL foi adicionado a uma
mistura contendo 8,5 pL de formamida (Applied Biosytem, California, EUA) e 0,5 pL de
GeneScan Rox (Applied Biosytem, California, EUA), totalizando 10 pL. As misturas foram
acomodadas em placa de 96 pocos especificas para sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosytem, Califérnia, EUA) e submetidas as seguintes condi¢des de injecdo: 8
segundos de injecdo, voltagem de pré-corrida 19,5 kV, voltagem de inje¢do 1,6 kV, dye set D,
polimero POP-7, temperatura do forno 60 °C. Os dados foram analisados utilizando
GeneMapper Software v4.1 (Applied Biosytem, Califérnia, EUA) e a monoclonalidade foi
determinada por exame visual dos eletroferogramas utilizando o software GeneMapper v4.1

(Applied Biosytem, Califérnia, EUA).
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4.2.3.5 Avaliacao da pesquisa de clonalidade pela andlise do rearranjo génico da Ig (PCR
multiplex) e TCRy

A interpretacdo da clonalidade para os ensaios de TCRy foi determinada por exame
visual dos eletroferogramas baseando-se em publicagio da literatura (Shadrach e
Warshawsky, 2004). A interpretacdo dos ensaios de clonalidade de células B foi realizada por
exame visual dos eletroferogramas de acordo com as especificagdes descritas no manual do
kit de BIOMED-2 (Anexo A) e publicagdes de padronizacao do protocolo (Langerak et al.,
2012). Ambas interpretacdes foram realizadas por trés observadores (JP, HFC e ABQG).

4.2.3.5.1 Avaliagdo da pesquisa de clonalidade pela andlise do rearranjo génico da

imunoglobulina

As amostras dos ensaios de clonalidade de células B foram classificadas do seguinte
modo: monoclonal (se presenca de pico (s) clonal bialélico ou monoalélico de rearranjo
génico foram detectados), policlonal (se apenas padrdoes de rearranjo génico policlonal
estavam presentes) ou monoclonal com fundo policlonal (em caso de pico (s) de rearranjo
clonal, mas ainda dentro da presen¢a do padrdo de fundo policlonal); como exemplificado em

Figura 11 (Roepman et al., 2016).
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Figura 11 - Descrigoes técnicas e diferentes apresentacoes da analise da cadeia pesada
de imunoglobulina pelo tubo A do PCR multiplex

Pesquisa do rearranjo génico da cadeia pesada de imunoglobulina pela reacio em
cadeia da polimerase (protocolo Biomed 2/Euroclonality) - IgH tubo A*

8000
60001
A) monoclonal

20004

B) monoclonal com fundo policlonal

C) policlonal

Intensidade da fluorescéncia

D) policlonal (irregular)

Aok

230 270 310 350 390
Tamanho do fragmento (nt)

* variagdo de tamanho do fragmento: 310 — 360 nt

FONTE: adaptado de LangeraK et al., 2012
A, monoclonal. B, monoclonal com fundo policlonal. C, policlonal. D, policlonal irregular.

4.2.3.5.2 Avaliagdo da pesquisa de clonalidade pela andlise do rearranjo génico da cadeia

pesada da imunoglobulina (IgH)

Na avaliacdo final da clonalidade do rearranjo génico da cadeia pesada da Ig, foram

considerados:

a) resultado monoclonal: presenca de pelo menos um tubo com resultado
monoclonal/monoclonal em fundo policlonal entre os trés tubos avaliados de IgH;

b) resultado policlonal: auséncia de quaisquer resultado monoclonal/monoclonal em
fundo policlonal, inconclusivo ou com auséncia de amplificagdo em pelo menos um
dos trés tubos avaliados de IgH;

¢) resultado inconclusivo: presenca de pelo menos uma reag¢do inconclusiva ou com
auséncia de amplificacdo, na auséncia de quaisquer tubo com resultado monoclonal/
monoclonal em fundo policlonal, entre os trés tubos avaliados de IgH;

d) resultado ndo avalidvel: auséncia de amplificagcdo nos trés tubos avaliados de IgH.
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4.2.3.5.3 Avalia¢do da pesquisa de clonalidade pela andlise do rearranjo génico das

cadeias leves da imunoglobulina (IgK e IgL)

Na avaliagdo dos resultados da pesquisa do rearranjo génico das cadeias leves, foram

considerados:

a) resultado monoclonal: presenca de pelo menos um tubo com resultado monoclonal/
monoclonal em fundo policlonal entre os trés tubos avaliados de IgK e IgL;

b) resultado policlonal: auséncia de quaisquer resultado monoclonal/monoclonal em
fundo policlonal, inconclusivo ou com auséncia de amplificagdo em pelo menos um
dos trés tubos avaliados de IgK e IgL;

c) resultado inconclusivo: presenca de pelo menos uma reagdo inconclusiva ou com
auséncia de amplificagdo, na auséncia de quaisquer tubo com resultado monoclonal/
monoclonal em fundo policlonal, entre os trés tubos avaliados de IgK e IgL;

d) resultado ndo avaliavel: auséncia de amplificacdo nos trés tubos avaliados de IgK e

IgL.

4.2.3.5.4 Avaliag¢do final da pesquisa de clonalidade pela andlise do rearranjo génico da

imunoglobulina

Na avaliacdo final da pesquisa de clonalidade pelo rearranjo génico das cadeias

pesada e leves da Ig através do PID proposto para este estudo, foram considerados:

a) resultado monoclonal: presenca de resultado monoclonal/monoclonal em fundo
policlonal em pelo menos um dos seis tubos avaliados na pesquisa das cadeias

pesada e leves da Ig;

b) resultado indeterminado: presenga de algum resultado inconclusivo ou resultado nao
avaliavel, na auséncia de quaisquer resultado monoclonal/monoclonal em fundo

policlonal, entre os tubos avaliados pela pesquisa das cadeias pesada e leves da Ig;

c) resultado policlonal: resultados policlonais em todos os seis tubos avaliados na

pesquisa das cadeias pesada e leves da Ig;

d) resultado nao avaliavel: auséncia de amplificacdo em todos os tubos avaliados na

pesquisa das cadeias pesada e leves da Ig.



90

Os resultados finais da pesquisa de clonalidade pelo rearranjo génico das cadeias
pesada e leves da Ig através do PID foram correlacionados com escala de pontuagdes. Foram
considerados os seguintes resultados: policlonal (pontuagdo zero), indeterminado (um ponto)
e monoclonal (dois pontos), como disposto em Tabela 12.

Tabela 12 - Avaliacao do critério de pesquisa de clonalidade pela analise do rearranjo

génico da imunoglobulina pelo protocolo de investigacio diagnodstica proposto para o
estudo de processos linfoproliferativos cutineos de células B

Avaliacao Resultados Pontuacoes
Pesquisa de clonalidade pela anélise do rearranjo génico da | Policlonal 0
imunoglobulina
Indeterminado 1
Monoclonal 2

4.2.4 Proposi¢ao do protocolo de investigacao diagnostica de processos linfoproliferativos

cutaneos de células B

Os resultados da avaliagdo clinica-evolutiva, revisdo histopatologica associada a
estudo imuno-histoquimico e pesquisa de clonalidade pela analise do rearranjo génico da Ig
(PCR multiplex pelo protocolo BIOMED-2/ EuroClonality) dos 35 pacientes estudados foram
estabelecidos como critérios no PID proposto para este estudo. Estes critérios foram
associados a uma escala de pontuagdes proposta para fins de auxilio diagnostico entre os
processos linfoproliferativos B conforme detalhado a seguir (Tabela 13).

Tabela 13 - Protocolo de investigacao diagndstica proposto para o estudo de processos
linfoproliferativos cutineos de células B

Critérios Avaliacoes Resultados Pontuacgoes
A Critério clinico-evolutivo Nao compativel com linfoma -1ou0
cutaneo
Indeterminado la2
Suspeito de linfoma cutaneo 3as
Compativel com linfoma >6
cutaneo
B Critério histopatolégico e Nao compativel com linfoma
imuno-histoquimico cutaneo/benigno
Indeterminado 1
Compativel com linfoma
cutaneo/maligno 2
C Pesquisa de clonalidade pela Policlonal 0
analise do rearranjo génico da
Ig (PCR multiplex)
Indeterminado 1

Monoclonal 2
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4.2.5 Aspectos éticos e legais

Na coleta de dados em prontuario e revisdo de material (proveniente de bidpsias
cutaneas prévias) nao houve exposicao aos pacientes pois os procedimentos j4 haviam sido
realizados. Quanto a realizacao de novas bidpsias, um procedimento minimamente invasivo,
os pacientes preencheram e assinaram um TCLE (Apéndice D) antes de se submeterem ao

estudo, apos serem esclarecidos a respeito dos objetivos e procedimentos do trabalho.

Esse estudo foi desenvolvido de acordo com os principios emanados da Resolucao
196/96 do Conselho Nacional de Saude. O protocolo foi enviado para a analise do Comité de
Etica em Pesquisa (CAPPesq) do HCFMUSP e foi aprovado. O parecer consubstanciado do
CEP ntimero 1576295 encontra-se em Apéndice E.

4.2.6 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas utilizando o software STATA 13.0 (STATA
Corp., Texas, Estados Unidos). As medidas de associacdo das varidveis qualitativas (entre os
diferentes critérios do PID) foram analisadas pelo teste do qui-quadrado e teste exato de
Fisher. Foi considerado valor estatisticamente significante se o valor de p foi menor ou igual a
0,05. Foram calculadas a sensibilidade e a especificidade da pontuagdo final dos escores do
PID. Fez-se o célculo do valor de corte ideal para a diferenciagdo entre processo

linfoproliferativo maligno e benigno através do indice de Youden.
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S RESULTADOS

5.1 Resultados dos dados gerais e demograficos

Os casos estudados incluiram 54,3% (19/35) homens e 45,7% (16/35) mulheres. Entre
os pacientes, 82,8% (29/35) eram de raga/cor branca e 51,6% (16/31) estavam vivos com
evidéncia de doenca na ultima avaliacdo (Tabela 14). Os resultados dos dados gerais e

demograficos estao detalhados em Apéndice F.

Tabela 14 - Resultados das frequéncias e porcentagens das variaveis sexo, raca/cor e
estado de saude na ultima avaliacido dos 35 pacientes estudados de processos
linfoproliferativos cutaneos de células B

Resultados n (%)
Sexo

feminino 16 (45,7)
masculino 19 (54,3)
Raca/cor

branca 29 (82,8)
Parda 4(11,4)
Negra 1(2,9)
Ignorada 1(2,9)
Estado de satude na ultima avaliagﬁo*

VCED 16 (51,6)
VSED 14(45,1)
MCED 1(3,3)

* Avaliacdo realizada em 31 dos 35 pacientes estudados. VCED: vivo com evidéncia de doenga, VSED: vivo
sem evidéncia de doenca, MCED: morto com evidéncia de doenca.

As idades na admissao no servigo variaram de 24 a 79 anos, com mediana de 58 anos.
A mediana do tempo de evolucdo entre o inicio lesdes e admissdo foi de 12 meses e a
mediana do tempo de seguimento entre a primeira e ultima consulta no servigo foi de 58

meses (Tabela 15).
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Tabela 15 - Resultados analiticos de valor minimo, quartil 25%, mediana, quartil 75% e
valor maximo das variaveis de idade na admissdo, tempo de evolucio até a primeira
consulta e tempo de seguimento dos 35 pacientes estudados de processos
linfoproliferativos cutineos de células B

Avaliacao Resultados

Idade na admissao (anos)

Valor minimo 24.0
Quartil 25 38,0
Mediana 58,0
Quartil 75 66,0
Valor maximo 79,0
Tempo de evolucio entre o inicio das lesoes e admissiao
(meses)
Valor minimo 2,0
Quartil 25 6,0
Mediana 12,0
Quartil 75 36,0
Valor maximo 120,0
Tempo de seguimento entre a primeira e Gltima consulta
(meses)
Valor minimo 1,0
Quartil 25 34,0
Mediana 58,0
Quartil 75 116,0
Valor maximo 166,0

Os resultados de mediana, quartis 25% e 75% e intervalos interquartilicos das
variaveis de idade na admissdo, tempo de evolugdo até a primeira avaliacdo e tempo de
seguimento foram representados em grafico tipo box-plot, conforme respectivamente
apresentados nas figuras 12,13 e 14. No grafico tipo box-plot de avaliacdo da varidvel tempo
de evolucdo (entre o inicio das lesdes e a primeira consulta) em Figura 13, observa-se a

presenga de outlier (120 meses) em relagdao aos demais dados.
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Figura 12 - Grafico tipo box-plot de avaliacao da varidvel idade na admissiao (anos)
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Figura 13 - Grafico tipo box-plot de avaliacio da variavel tempo de evolucio até a
primeira avaliacdo (meses)
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Figura 14 - Grafico tipo box-plot de avaliacdo da varidvel tempo de seguimento (meses)

°_

Tempo de seguimento (meses)
100 150

50




95
As topografias mais frequentes das lesdes foram cabeca e pescogo (60%) e tronco

(57,1%), conforme Tabela 16.

Tabela 16 - Topografia das lesdes dos pacientes de processos linfoproliferativos cutineos
de células B do proposto estudo

Topografia de lesoes Total
(N=35)

n (%)

Cabega e pescoco 21 (60,0)
Tronco 20 (57,1)
Membros inferiores 5(14,3)
Membros superiores 3(8,6)

Em relacdo aos pacientes com lesdes em regido de cabeca e pescoco, 95,2% (20/21)
dos pacientes apresentaram lesdes na face, 19% (4/21) no couro cabeludo e 4,8% (1/21) no

pescoco (Tabela 17).

Tabela 17 - Topografia das lesdes localizadas em regido de cabeca e pescoco dos
pacientes de processos linfoproliferativos cutianeos de células B do proposto estudo

Total
Topografia de lesoes (N=21)
n (%)
Face 20 (95,2)
Couro cabeludo 4 (19,0)
Pescogo 1(4,8)

Em relagdo aos pacientes com lesdes nos membros inferiores, 60% (3/5) dos pacientes

apresentaram lesdes nas coxas e 40% (2/5) nas pernas (Tabela 18).

Tabela 18 - Topografia das lesées localizadas em membros inferiores dos pacientes de
processos linfoproliferativos cutaneos de células B do proposto estudo

Total
Topografia de lesdes (N=5)
n (%)
Coxas 3 (60,0)
Pernas 2 (40,0)

As lesdes mais prevalentes foram placas (54,3%), seguidas de noddulos (45,7%),

papulas (31,4%) e tumores ulcerados (8,6%) como apresentado na Tabela 19.
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Tabela 19 - Morfologia das lesoes dos 35 pacientes de processos linfoproliferativos
cutineos de células B do proposto estudo

Total
Morfologia de lesoes (N=35)

n (%)
Placas 19 (54,3)
Nodulos 16 (45,7)
Pépulas 11 (31,4)
Tumores ulcerados 3 (8,6)

Os casos 14, 20 e 34 (conforme Apéndice F) apresentaram nodulos alopécicos
infiltrados na regido de cabeca e pescoco. Os casos 11, 12 e 16 (conforme Apéndice F)
apresentaram tumores ulcerados nos membros inferiores (imagens dos quadros cutaneos estao

disponiveis em Apéndice G).

Em 74,3% (26/35) dos casos ocorreram lesdes multiplas (Tabela 20).

Tabela 20 - Quantidade de lesdes dos 35 pacientes de processos linfoproliferativos
cutaneos de células B do proposto estudo

Quantidade delesdes n (%)
Lesao tnica 9 (25,7)
Lesoes multiplas 26 (74,3)
Total 35 (100,0)

5.2 Resultados dos dados clinico-evolutivos

A avaliacdo dos critérios clinicos evidenciaram aspecto clinico sugestivo de linfoma

cutaneo em 77,1% (27/35) dos pacientes avaliados (Tabela 21).

Tabela 21 - Resultados descritivos dos critérios clinicos dos 35 pacientes estudados de
processos linfoproliferativos cutineos de células B segundo protocolo de investigacio
diagnostica proposto

Resultados dos critérios clinicos n (%)
Aspecto clinico ndo sugestivo de linfoma cutaneo 2 (5,8)
Aspecto clinico duvidoso de linfoma cutaneo 6 (17,1)
Aspecto clinico sugestivo de linfoma cutaneo 27 (77,1)

Total 35 (100,0)
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Os critérios evolutivos foram avaliados em 34 pacientes estudados, pois um paciente
(caso 12) apresentou dados insuficientes para a completa avaliacdo da evolugdo. Os resultados

descritivos dos critérios evolutivos estdo dispostos na Tabela 22.

Tabela 22 - Resultados descritivos dos critérios evolutivos dos 34 pacientes estudados de
processos linfoproliferativos cutineos de células B segundo protocolo de investigacio
diagnostica proposto

Total
Resultados dos critérios evolutivos (N=34)

n (%)
Evolugdo com regressao espontanea apos bidpsia 6 (17,6)
Evolugao com persisténcia do quadro pds tratamento 17 (50,0)
Evolugdo com recidiva 2(5,9)
Surgimento de novas lesdes a despeito do tratamento 11(32,3)
Evolucdo com disseminagdo extracutanea 6 (17,6)

Os resultados finais dos critérios clinico-evolutivos do PID referentes aos 34
pacientes avaliados estdo descritos na Tabela 23. As escalas de pontuagdes finais dos critérios

clinico-evolutivos estdo detalhadas em Apéndice H.

Tabela 23 - Resultados descritivos dos critérios clinico-evolutivos dos 34 pacientes
estudados de processos linfoproliferativos cutineos de células B segundo protocolo de
investigacdo diagnostica proposto

Resultados dos critérios clinico-evolutivos n (%)
Nao compativel com linfoma cutaneo 5(14,7)
Indeterminado 4(11,8)
Suspeito de linfoma cutaneo 14 (41,2)
Compativel com linfoma cutineo 11 (32,3)
Total 34 (100,0)

5.3 Resultados da revisao histopatolégica e estudo imuno-histoquimico

Os resultados descritivos detalhados da revisao histopatologica baseados nos critérios
histopatologicos propostos para o estudo (Apéndice B) estdo dispostos no Apéndice I. Os
resultados da revisdo imuno-histoquimica das laminas baseados nos critérios imuno-

histoquimicos propostos (Apéndice C) estdo dispostos no Apéndice J.
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Os resultados da associacdo dos critérios HP+IHQ dos pacientes avaliados estdo

detalhados na Tabela 24.

Tabela 24 - Resultados descritivos dos critérios HP+IHQ dos 35 pacientes estudados de
processos linfoproliferativos cutaneos de células B segundo protocolo de investigacao
diagnostica proposto

Resultados dos critérios HP+IHQ n (%)
Nao compativel com linfoma cutaneo 5(14,2)
Indeterminado 8(22,9)
Compativel com linfoma cutaneo 22 (62,9)
Total 35 (100,0)

HP: Histopatolégico, IHQ: imuno-histoquimico.

Nos 22 pacientes com resultados compativeis com linfoma cutidneo pela associagdo
dos critérios HP+IHQ, foi possivel avaliacdo dos subtipos histoldgicos em 20 pacientes. O
subtipos histologicos centrofolicular, zona marginal e difuso de grande célula B tipo perna
foram identificados conforme disponibilizado na Tabela 25. Dois pacientes (casos 1 e 2)

foram considerados sem outra especificagao (SOE) em relagdo ao subtipo histoldgico.

Tabela 25 - Resultados descritivos dos subtipos histolégicos pelo critério de HP+IHQ dos
pacientes estudados de processos linfoproliferativos cutianeos de células B segundo
protocolo de investigacdo diagnostica proposto

Subtipo histolégico pelo critério HP+IHQ n (%)
CF 13 (59,1)
VA 4 (18,2)
DGCB tipo perna 3 (13,6)
SOE 2(9,1)
Total 22 (100,0)

HP: histopatologico, IHQ: imuno-histoquimico. ZM: linfoma cutaneo primario de células B tipo zona marginal,
CF: linfoma cutaneo primario de células B tipo centrofolicular, DGCB: linfoma cutdneo primario difuso de
grande célula B, SOE: sem outra especificagao.
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5.4 Resultados da pesquisa de clonalidade (estudo do rearranjo génico da

imunoglobulina e rearranjo génico do TCR)

5.4.1 Resultados da pesquisa de clonalidade pelo estudo do rearranjo génico da

imunoglobulina

5.4.1.1 Resultados de pesquisa de clonalidade do rearranjo génico da cadeia pesada da

imunoglobulina (IgH)

Na avaliagdo de clonalidade do rearranjo génico da cadeia pesada da Ig, observou-se
resultado monoclonal em 57,1% (20/35), resultados policlonais em 11,4% (4/35) e resultados
inconclusivos em 17,1% (6/35) dos 35 pacientes avaliados. Em 14,4% (5/35) dos casos

avaliados ndo houve amplificagdo em nenhum dos trés tubos (A, B e C) de IgH.

Os resultados dos tubos A (alvo FR1-VHJH), tubos B (alvo FR2-VHIJH) ¢ tubos C
(FR3-VHJH) de IgH estdo na Tabela 26. Os resultados descritivos da pesquisa de clonalidade

do rearranjo génico de IgH estao detalhados no Apéndice K.

Tabela 26 - Resultados da pesquisa de clonalidade pela analise do rearranjo génico da
cadeia pesada da imunoglobulina dos pacientes estudados de processos
linfoproliferativos cutineos de células B segundo protocolo de investigacio diagndstica

proposto
Resultados Tubo Tubo Tubo  Tubos Tubos Tubos Tubos Total
finais da A B C A+B A+C B+C A+B+C

pesquisa de

cadeia

pesada
Resultado 4 3 2 2 3 3 3 20
monoclonal (11,5%)  (8,5%) (5.8%) (5,8%) (8,5%) (85%) (8,5%) (57,1%)
Resultado - - - - - - 4 4
policlonal (11,4%)  (11,4%)
Auséncia de - - - - - - 5 5
amplificacdo (14,4%)  (14,4%)
Resultado 2 - - 4 - - - 6
inconclusivo  (5,7%) (11,4%) (17,1%)
Total 6 3 2 6 3 3 12 35

(172%)  (8,5%) (5.8%) (172%) (8,5%) (8,5%) (34,3%) (100,0%)

Tubo A: alvo FR1-VHIH, Tubo B: alvo FR2-VHIJH, tubo C: alvo FR3-VHIJH.
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5.4.1.2 Resultados de pesquisa de clonalidade do rearranjo génico das cadeias leves de

imunoglobulina (IgK e IgL)

Na avaliacao dos resultados de estudo de clonalidade do rearranjo génico das cadeias
leves, observou-se resultados monoclonais em 51,4% (18/35), resultados policlonais em
20,0% (7/35), resultados inconclusivos em 25,7% (9/35) e resultados nao avaliaveis (auséncia
de amplificacdo em todos os tubos de avaliacdo de cadeias leves) em 2,9% (1/35) dos 35
pacientes avaliados.

A deteccao de monoclonalidade de cadeia kappa exclusivamente através do tubo A
(VK-JK) ocorreu em 27,7% (5/18) dos casos; ¢ através do tubo B (Vk Kde /intron-Kde)
ocorreu em 33,3% (6/18) dos casos com rearranjo monoclonal de kappa. A detec¢do de
rearranjo de kappa tanto pelos tubos A quanto pelos tubos B ocorreu em 27,7% (5/18) dos
casos avaliados. Entre os 18 pacientes com monoclonalidade do rearranjo génico de cadeia
leve, 11,1% (2/18) apresentaram rearranjo de cadeia leve lambda, e ndo houve nenhum caso
com rearranjo exclusivo de lambda.

Os resultados da pesquisa de clonalidade do rearranjo génico das cadeias leves kappa e
lambda da Ig encontram-se na Tabela 27 e os resultados descritivos estdo detalhados em

Apéndice L.

Tabela 27 - Resultados da pesquisa de clonalidade pela anilise do rearranjo génico das
cadeias leves da imunoglobulina dos pacientes estudados de processos
linfoproliferativos cutineos de células B segundo protocolo de investigacdo diagndstica

proposto

Resultados Kappa Kappa Lambda Kappa Kappa Kappa Kappa Total

finaisda tuboA  tubo B tubos tuboA tuboB tubos

pesquisa de A+B + + A +B

cadeias leves lambda lambda +lambda
Resultado 5 6 - 5 - 1 1 18
monoclonal (14,3%) (17,1%) (14,3%) (2,8%) (2,8%) (51,4%)
Resultado - - - - - - 7 7
policlonal (20,0%)  (20,0%)
Auséncia de - - - - - - 1 1
amplificacao (2,9%) (2,9%)
Resultado - 5 - 1 - 3 - 9
inconclusivo (14,3%) (2,8%) (8,6%) (25,7%)
Total 5 11 0 6 0 4 9 35

(143%)  (31,4%) (17,1%) (11,4%)  (25,7%) (100,0%)

Tubo A cadeia kappa: alvo VK-JK, Tubo B cadeia kappa: alvo VK-Kde + intron-Kde, tubo de cadeia
lambda: alvo VA-JA
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5.4.1.3 Resultados finais da clonalidade pela andlise do rearranjo génico das cadeias

pesada e leves da imunoglobulina pelo PCR multiplex(BIOMED-2/Euroclonality)

Nos resultados finais da pesquisa de clonalidade através do PID proposto para este
estudo, detectou-se 77,1% (27/35) dos casos com resultado monoclonal. Um paciente (caso
32) teve auséncia de amplificacdo em todos os tubos da pesquisa de rearranjo génico de Ig.
Foram observados 8,6% (3/35) dos casos com resultado policlonal e 11,4% (4/35) com

resultado indeterminado, conforme detalhado na Tabela 28.

Entre os 27 casos avaliados com resultado monoclonal pela pesquisa de rearranjo
génico da Ig, em 33,3% (9/27) dos casos a clonalidade foi detectada pela cadeia pesada. Em
25,9% (7/27) a clonalidade foi detectada pela cadeia leve. Em 40,7% (11/27), a clonalidade

foi detectada em ambas cadeias pesada e leves de Ig.

O caso 30 apresentou rearranjo clonal de ambas cadeias leves (kappa e lambda), mas
com padrdo policlonal nos trés tubos de cadeia pesada (FR1-VHJH, FR2-VHJH e FR3-
VHIJH). Isso implica na provavel ocorréncia de inativagdo dos alelos de IgK (podem ocorrer
delecdes monoalélicas ou bialélicas) e adicional rearranjo de Igl. com associagdo de HSM.
Em muitos casos de linfomas cutaneos de células B, a auséncia de produtos clonais de IgH se
devem a ocorréncia de HSM que ocasiona a dificuldade de ligacdo ou anelamento dos primers

(Langerak et al., 2012).

Os resultados descritivos da pesquisa de rearranjo génico de Ig por PCR dos 35 casos
avaliados de PLPCB estao detalhados em Apéndice M. Os eletroferogramas correspondentes
a pesquisa de clonalidade pelo rearranjo de Ig de cadeias pesada e leves estao disponibilizados
no Apéndice T.

Tabela 28 - Conclusao final da pesquisa de clonalidade pela analise do rearranjo génico
das cadeias pesada e leves da imunoglobulina pelo PCR multiplex do protocolo de

investigacdo diagnostica proposto para o estudo de processos linfoproliferativos
cutineos B

Resultados finais da Apenas Apenas Cadeias Total
pesquisa de rearranjo cadeia cadeias leves pesada e

génico pesada leves

Resultado monoclonal 9 (25,7%) 7 (20,0%) 11(31,4%) 27 (77,1%)
Resultado policlonal - - 3 (8,6%) 3 (8,6%)
Auséncia de amplificacao - - 1(2,9%) 1(2,9%)
Resultado indeterminado - - 4 (11,4%) 4 (11,4%)

Total 9 (25,7%) 7(20,0%)  19(54,3%)  35(100,0%)




102

Em 22,8% (8/35) dos casos estudados, a conclusdo do resultado da pesquisa de
rearranjo génico da Ig foi obtida através da realizagdo de PCR em AC, pois o resultado de
AFFIP foi ndo avaliavel. Em 8,6% (3/35) dos casos foi realizada a pesquisa de rearranjo
génico da Ig através de PCR em AC e AFFIP. Os demais 68,6% (24/35) dos pacientes
estudados tiveram o resultado de pesquisa de rearranjo génico da Ig através de PCR

realizada em material de AFFIP (Tabela 29).

Tabela 29 - Tipos de amostras cutineas avaliadas na pesquisa de clonalidade pela
analise do rearranjo génico da imunoglobulina do protocolo de investigacao diagnéstica
proposto para o estudo de processos linfoproliferativos cutineos de células B

Amostras cutaneas avaliadas na pesquisa de clonalidade pela analise do n (%)
rearranjo génico das cadeias pesada e leves da imunoglobulina

Apenas amostras cutineas fixadas em formol e incluidas em parafina 24(68,6)
Apenas amostras cutineas congeladas 8(22,8)
Em amostras cutineas fixadas em formol e incluidas em parafina e em 3(8,6)
amostras congeladas

Total 35 (100,0)

5.4.2 Resultados da pesquisa de clonalidade pelo estudo do rearranjo génico do TCRy

Na andlise do rearranjo génico do TCRy, observou-se resultados policlonais em
67,8% (21/31) e resultados monoclonais em 6,4% (2/31) dos 31 casos avaliados (Tabela 30).
Os resultados descritivos da pesquisa da clonalidade do rearranjo génico do TCRy dos 35

casos estudados de processos linfoproliferativos cutaneos B estdo detalhados no Apéndice N.

Tabela 30 - Resultados da pesquisa de clonalidade pelo estudo do rearranjo génico do
TCRYy do protocolo de investigacao diagndstica proposto para o estudo de processos
linfoproliferativos cutaneos de células B

Resultados da pesquisa de clonalidade pelo estudo do rearranjo génico n (%)
do TCRy

Policlonal 21 (67,8)
Nao avaliavel 8 (25,8)
Monoclonal 2(6,4)
Total 31 (100,0)

Em 16,1% (5/31) dos casos estudados, a conclusdo do resultado de andlise do

rearranjo génico do TCRy foi obtida através da realizagdo de PCR em AC, pois o resultado de
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AFFIP foi ndo avalidvel. Em relagdo a estes cinco casos, dois casos tiveram resultado
monoclonal (casos 2 ¢ 6). Em 16,1% (5/31) dos casos a andlise do rearranjo génico do
TCRy foi realizada tanto em AC quanto AFFIP, com resultados policlonais. Os demais
67,8% (21/31) dos pacientes avaliados tiveram o resultado de pesquisa de TCRy realizada

em AFFIP (Tabela 31).

Tabela 31 - Tipos de amostras cutineas avaliadas na pesquisa de clonalidade pelo estudo
do rearranjo génico do TCRy do protocolo de investigacdo diagnostica proposto para o
estudo de processos linfoproliferativos cutineos de células B

Amostras cutianeas avaliadas na pesquisa de clonalidade pelo estudo do n (%)
rearranjo génico do TCRy

Apenas amostras cutineas fixadas em formol e incluidas em parafina 21(67,8)
Apenas amostras cutineas congeladas 5(16,1)
Em amostras cutineas fixadas em formol e incluidas em parafina e em 5(16,1)
amostras congeladas

Total 31 (100,0)

Os eletroferogramas correspondentes a pesquisa de clonalidade pelo rearranjo de

TCRy estao disponibilizados no Apéndice U.

5.5 Resultados dos critérios do protocolo de investigacao diagnéstica

5.5.1 Resultados das frequéncias e porcentagens das pontuacdes referentes aos critérios

avaliados no protocolo de investigagao diagnostica

Os resultados das frequéncias e porcentagens das pontuagdes obtidas pelos critérios
CE, HP+IHQ, resultados de clonalidade B pela pesquisa do rearranjo génico da Ig e

somatorio das pontuagdes finais avaliadas no PID estdo disponiveis em Apéndice O.

5.5.2 Resultados da clonalidade B pela pesquisa do rearranjo génico da imunoglobulina em
relacdo aos subtipos histologicos pelos critérios histopatologicos associado a imuno-

histoquimicos pelo protocolo proposto

Nos resultados da clonalidade B pela pesquisa do rearranjo génico da imunoglobulina
em relagdo aos casos com determinacdao dos subtipos histologicos pelos  critérios

histopatologicos associado a imuno-histoquimicos pelo protocolo proposto observou-se
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resultados monoclonais em 86,4% (19/22), resultados indeterminados em 9,1% (2/22) ¢
auséncia de resultado monoclonal em 4,5% (1/22) dos casos avaliados. Os resultados

detalhados estdo disponiveis em Apéndice P.

5.5.3 Resultados finais dos critérios avaliados no protocolo de investigagao diagnostica

proposto

Nos resultados finais dos critérios avaliados no PID referente aos casos estudados,
observou-se casos compativeis com linfomas cutaneos em 32,4% (11/34) pelos critérios CE,
em 62,9% (22/35) pela avaliagdo HP+IHQ e em 77,1% (27/35) com resultados monoclonais

na pesquisa de rearranjo génico da Ig (Tabela 32).

Os resultados dos critérios do PID dos casos 26, 29, 30 e 35 estdo detalhados em

Apéndice S.

Tabela 32 - Resultados descritivos dos critérios avaliados no protocolo de investigacio
diagnostica proposto dos pacientes estudados de processos linfoproliferativos cutaneos
de células B

Resultados dos critérios avaliados no protocolo de investigacio n (%)
diagnostica

Compativel com linfoma cutineo pelo critério clinico-evolutivo 11/34* (32,4)
Compativel com linfoma cutaneo pela avaliacao HP+IHQ 22/35 (62,9)
Resultado monoclonal pela pesquisa de rearranjo génico da Ig 27/35 (77,1)

* Avaliacdo final realizada em 34 dos 35 pacientes estudados. HP: histopatoldgico, IHQ: imuno-histoquimico.

As escalas das pontuacdes finais baseadas nos critérios avaliados pelo PID estdo

detalhadas no Apéndice Q.

5.5.4 Avaliagdo das associagdes entre os diferentes critérios do protocolo de investigacao

diagnostica

As medidas de associacdo das variaveis qualitativas (entre os diferentes critérios do

PID) foram analisadas pelo teste do qui-quadrado e teste exato de Fisher.
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Na avaliacdo de associagdo dos resultados do critério CE em relagdo aos resultados do
critério HP+IHQ dos 34 pacientes avaliados pelo PID (Quadro 1), obteve-se concordancia de
resultados compativeis com linfoma cutineo em 29,4% (10/34) dos pacientes avaliados

(p=0,021).

Quadro 1 - Associacao dos resultados do critério clinico-evolutivo em relacao aos
resultados do critério histopatologico associado ao imunohistoquimico dos 34 pacientes
avaliados de processos linfoproliferativos cutineos de células B pelo protocolo proposto

Critério
HP+IHQ
Resultados do critério histopatologico associado ao imuno-histoquimico

Critério CE

Resultados do Resultados Nao compativel Indeter- Compativel Total
critério clinico- (pontuacdes) com linfoma minado com linfoma
evolutivo /benigno /maligno
0) @ 2
Nio compativel com 2 (5,9%) 0 3(8,9%) 5(14,8%)
linfoma cutidneo
(-1 ou 0)
Indeterminado (1 a 2) 0 3 (8,9%) 1(2,9%) 4(11,7%)
Suspeito de linfoma 2(5,9%) 5(14,7%) 7 (20,6%) 14(41,2%)
cutineo (3 a5)
Compativel com 1(2,9%) 0 10 (29,4%) 11
linfoma cutineo (> 6) (32,3%)
Total 514,7%)  8(23,5%) 21 (61,8%) 34*
(100%)

Calculo de p=0,021. CE: clinico-evolutivo, HP: histopatologico, IHQ: imuno-histoquimico.* Avaliagdo final
realizada em 34 pacientes estudados (caso 12 ndo teve resultado avaliavel).

Na avaliagdo de associagdo dos resultados do critério CE em relag@o aos resultados de
pesquisa do rearranjo génico da imunoglobulina dos 33 pacientes avaliados com PLPCB pelo
PID (Quadro 2), obteve-se concordancia dos resultados compativeis com linfoma cutaneo e

resultado monoclonal em 30,3% (10/33) dos pacientes avaliados (p=0,144).
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Quadro 2 - Associacao dos resultados do critério clinico-evolutivo em relacao aos
resultados da pesquisa do rearranjo génico da imunoglobulina dos 33 pacientes
avaliados de processos linfoproliferativos cutaneos de células B pelo protocolo proposto

Critério de

clonalidade B Resultados da pesquisa do rearranjo génico da imunoglobulina

Critério CE

Resultados do Resultados  Policlonal Indetermi-  Monoclo- Total
critério (pontuagoes) 0) nado (1) nal (2)
clinico-evolutivo Nao compativel 0 2 (6,1%) 2(6,1%) 4(12,1%)
com linfoma
cutineo (-1 ou 0)
Indeterminado 1 (3,0%) 1 (3,0%) 2(6,1%) 4 (12,1%)
(1a2)
Suspeito de 1 (3,0%) 1(3,0%) 12 (36,4%) 14
linfoma cutianeo (42,5%)
Ba))
Compativel com 1 (3,0%) 0 10(30,3%) 11(33,3%)
linfoma cutianeo
=6)
Total 3 (9,1%) 4(12,1%) 26 (78,8%) 33*
(100%)

Calculo de p=0,144. CE: clinico-evolutivo. * Avaliagdo final realizada em 33 pacientes estudados (casos 12 ¢
32 ndo foram avaliaveis).

Na avaliagdo de associacdo dos resultados dos critérios HP+IHQ em relacdo aos
resultados da pesquisa do rearranjo génico da imunoglobulina dos 34 pacientes avaliados
(Quadro 3), obteve-se concordancia dos resultados compativeis com linfoma em 55,9%

(19/34) dos pacientes avaliados ( p=0,543).

Quadro 3 - Associa¢do dos resultados do critério histopatologico associado ao
imunohistoquimico em relacao aos resultados da clonalidade B dos 34 pacientes
avaliados de processos linfoproliferativos cutineos de células B pelo protocolo proposto

Critério de Resultados de pesquisa do rearranjo génico da imunoglobulina

clonalidade
B
Critério HP+IHQ
Resultados Policlonal Indetermi- Monoclonal Total
(pontuagdes) 0) nado (1) (2)
Resultados do critério Niao compativel com 1(2,9%) 1(2,9%) 2 (5,88%) 4 (11,8%)
histopatolégico linfoma/benigno (0)
associado Indeterminado 1 (2,9%) 1 (2,9%) 6 (17,7%) 8 (23,5%)
ao imuno-histoquimico (1)
Compativel 1 (2,9%) 2 (5,9%) 19 (55,9%) 22 (64,7%)
com linfoma/
maligno (2)
Total 3 (8,8%) 4 (11,8%) 27 (79,4%)  34* (100%)

Calculo de p=0,543. HP: histopatologico, IHQ: imuno-histoquimico.* Avaliacdo final realizada em 34

pacientes estudados (caso 12 ndo teve resultado avalidvel).
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Foi considerado valor estatisticamente significante se o valor de p foi menor ou igual a
0,05. Assim, detectou-se significancia estatistica na associa¢do entre o grau de suspei¢do
clinica-evolutiva e o resultado histopatologico-imunohistoquimico (p=0,021). As demais
associacoes entre os critérios restantes ndo apresentaram significancia estatistica, confome

calculo dos valores de p.

5.5.5 Avaliagado de sensibilidade e especificidade da pontuagao final dos escores

Ao se considerar a possibilidade da clonalidade B como método padrdo-ouro para a
diferenciagdo entre processo linfoproliferativo maligno e benigno, foram calculadas a
sensibilidade e a especificidade da pontuagao final dos escores do PID (resultados detalhados
na Tabela 33). Através do indice de Youden, fez-se o célculo do valor de corte ideal para a
diferenciagdo entre processo linfoproliferativo maligno e benigno.O valor definido como ideal
de corte na pontuagdo final foi de quatro (sensibilidade de 100% e especificidade de 33,33%).
Também foi avaliada a acurécia da pontuagdo final a partir da curva ROC, com acuracia da

pontuacao final de 80,13% (Figura 15).

Tabela 33 - Resultados de sensibilidade e especificidade de acordo com a pontuacio final
do protocolo de investigacio diagndstica

Pontuacio final Sensibilidade Especificidade Classificado corretamente
>2 100% 0,00% 89,7%
>4 100% 33,33% 93,10%
>5 92,3% 66,7% 89,7%
>6 84,6% 66,7% 82,8%
>7 69,2% 66,7% 68,9%
>8 50,00% 66,7% 51,7%
>9 38,5% 100% 44.8%
>10 34,6% 100% 41,4%
>12 23,1% 100% 31,0%
>14 11,5% 100% 20,7%
>15 3,9% 100% 13,8%

>15 0,00% 100% 10,3%
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Figura 15 - Acuracia da pontuacio final pela curva ROC
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5.5.6 Contribuicao da pesquisa do rearranjo génico da Ig para conclusao do diagndstico final

pelo protocolo de investigagao diagnostica proposto

A partir dos resultados do PID, foi analisada a possibilidade de contribuicdo
diagnostica da pesquisa do rearranjo génico da Ig em relagdo aos resultados da associagdo dos
critérios CE e HP+IHQ, que demonstraram possuir significancia estatistica (p=0,021 em
Quadro 1), para conclusdo diagnoéstica final dos casos avaliados. O resultado da pesquisa do
rearranjo génico da Ig foi avaliado em relagdo aos resultados dos critérios CE e HP+IHQ, e
foram interpretados conforme proposi¢ao abaixo (Quadro 4):

a) corroborou o diagnéstico de linfoma cutaneo se houve concordancia do resultado
monoclonal pela ‘pesquisa do rearranjo génico da Ig’ (escore 2) com resultados
sugestivos (escore 3 a 5) ou compativeis com linfoma cutaneo (escore > a 6) pelo

‘critério CE’, e linfoma cutaneo/maligno (escore 2) pelo ‘critério HP+IHQ’;
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d)
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favoreceu o diagnodstico de linfoma cutineo se houve concordancia do resultado
monoclonal (escore 2) pela ‘pesquisa do rearranjo génico da Ig’ com o resultado
sugestivo (escore 3 a 5) ou compativel (escore > a 6) pelo ‘critério CE’, ou com
resultado de linfoma cutaneo/maligno (escore 2) pelo ‘critério HP+IHQ’;

possibilitou o diagndstico de linfoma cutaneo se resultado monoclonal pela ‘pesquisa
do rearranjo génico da Ig’ (escore 2) e indeterminagdo dos resultados pelo ‘critério
CE’ (escore 1 ou 2) e pelo ‘critério HP+IHQ’ (escore 1) ;

nao determinou o diagnostico final se resultado indeterminado pela “pesquisa do
rearranjo génico da Ig’ (escore 1) e indeterminacgdo dos resultados do ‘critério CE’
(escore 1 ou2) e “critério HP+IHQ’ (escore 1) ;

favoreceu o diagndstico de processo reativo benigno (pseudolinfoma cutaneo) se o
resultado foi policlonal pela ‘pesquisa do rearranjo génico da Ig’ (escore 0) em
concordancia com resultado ndo sugestivo de linfoma cutineo (escore (-)1 ou zero)
pelo ‘critério CE’ e ndo compativel com linfoma cutaneo (escore zero) pelo ‘critério
HP+IHQ’;

discordou do diagnostico de linfoma cutdneo se o resultado da ‘pesquisa do rearranjo

génico da Ig’ foi discordante dos resultados do ‘critério CE’ e ‘critério HP+IHQ".

Quadro 4 - Contribuicio diagnodstica da pesquisa do rearranjo génico da
imunoglobulina em relacao aos resultados da associacao dos critérios clinico-evolutivos
e histopatoldgicos associados a imunohistoquimicos

Interpretacio final do Escore do critério Escore do Escore do ‘critério

Protocolo de investigacdo  ‘pesquisa do rearranjo ‘critério histopatolégico e

diagnostica génico da clinico- imunohistoquimico’
imunoglobulina’ evolutivo’

Corroborou o diagnéstico 2 E =23 E 2

de linfoma cutineo

Favoreceu o diagnéstico 2 E =3 Ou 2

de linfoma cutineo

Possibilitou o diagnéstico 2 E 1lou2 E 1

de linfoma cutineo

Nao determinou o 1 E 1lou2 E 1

diagnéstico final

Favoreceu o diagnéstico 0 E zerooul E Z€ero

de processo reativo
benigno

Discordou do diagnéstico
de linfoma cutineo

discordancia entre todos os escores dos critérios
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A avalia¢do da contribui¢do diagnostica da pesquisa do rearranjo génico da Ig em
relacdo aos critérios associados (CE e HP+IHQ) dos 34 casos avaliados foi de: corroborou o
diagnodstico de linfoma cutaneo em 44,1% (15/34), favoreceu o diagnostico de linfoma
cutdneo em 32,4% (11/34), possibilitou o diagndstico de linfoma cutaneo em 2,9% (1/34),
discordou do diagndstico de linfoma cutaneo em 17,7% (6/34), ndo determinou o diagndstico
de linfoma cutaneo em 2,9% (1/34) dos casos (Tabela 34). Os resultados detalhados estao

disponibilizados em Apéndice R.

Tabela 34 - Resultados descritivos da contribuicao diagnéstica da pesquisa do rearranjo
génico da Ig em relacio aos resultados da associacdo dos critérios CE e HP+IHQ do
protocolo de investigacdo diagnostica proposto para o estudo de PLPCB

Resultados da contribui¢do diagndstica da pesquisa do rearranjo Total
génico da Ig em relacao aos resultados dos critérios CE e HP+IHQ n (%)
Corroborou o diagnostico de linfoma cutaneo 15/34 (44,1)
Favoreceu o diagnoéstico de linfoma cutneo 11/34(32,4)
Possibilitou o diagnostico de linfoma cutaneo 1/34 (2,9)
Discordou do diagndstico de linfoma cutaneo 6/34 (17,7)
Nao determinou o diagnoéstico de linfoma cutaneo 1/34 (2,9)
Favoreceu o diagnéstico de processo reativo benigno/pseudolinfoma 0/34 (0,0)
cutaneo

PLPCB: processos linfoproliferativos cutaneos de células B, CE: clinico-evolutivo, HP+IHQ: histopatologico
associado a imunohistoquimico, Ig: imunoglobulina, * Avaliacdo final realizada em 34 dos 35 pacientes
estudados
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6 DISCUSSAO

PLPCB se apresentam como desafios diagndsticos principalmente no que se refere a
significativa sobreposicdo de achados clinicos e histopatologicos entre dermatoses
inflamatorias benignas e desordens linfoproliferativas cutaneas. A avaliacdo da importancia
de testes para pesquisa de clonalidade no contexto de desordens linfoproliferativas surgiu
secundariamente ao reconhecimento das limitagdes inerentes a sensibilidade e especificidade
diagnosticas da histomorfologia e imunohistoquimica para distinguir de forma confidvel entre
apresentagdes precoces de desordens linfoproliferativas e dermatoses inflamatorias benignas.
E notéria a percep¢io de que o diagndstico de desordens linfoproliferativas é baseado
principalmente na associacdo de caracteristicas clinicas, histopatoldgicas e imunofenotipicas
do infiltrado atipico, e os testes de clonalidade tem importancia coadjuvante na conclusdo
diagnostica final. Mas nos casos em que o diagndstico ¢ ambiguo ou incerto, os ensaios de
clonalidade por meio de testes moleculares baseados em PCR representam o préximo passo

mais adequado na avaliagdo (Comfere et al., 2018a).

A técnica de PCR baseada nos protocolos EuroClonality/ BIOMED-2 estd disponivel
comercialmente e permite vantagens como: a padronizagdo da técnica de PCR para deteccdo
de clonalidade dos genes da Ig, assim como a realizacdo do método em AFFIP que facilita a

rotina de trabalho e investigacao diagnostica.

O presente estudo avaliou o auxilio diagnéstico da pesquisa de clonalidade B pelo
PCR multiplex através do protocolo EuroClonality/ BIOMED-2 na analise retrospectiva do
rearranjo génico de IgH (tubo A - alvo FR1VHJH, tubo B - alvo FR2 VHJH e tubo C - alvo
FR3 VHIJH), IgK (tubo A - alvo VK-JK e tubo B - alvo Vk Kde /intron-Kde) e IgL (alvo V-
JA) em uma populacdo de 35 casos com PLPCB (PLC, LCPCB e casos com indefini¢ao
diagnodstica) em material de arquivo (35 AFFIP e 11 AC) proveniente de bidpsias de lesdes
cutaneas. Entre os 35 pacientes estudados com PLPCB, houve prevaléncia de homens
(54,3%) e raca/cor branca (82,8%), com mediana da idade de 58 anos no inicio do
acompanhamento no servico. Nos Estados Unidos, os LCPCB afetam mais comumente
homens do que mulheres, com aumento de incidéncia com a idade e mostra-se quase

exclusivamente uma doenga de brancos nao hispanicos (Bradford et al., 2009). Assim, os
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resultados dos dados demograficos da populacdo estudada foram muito semelhantes aos

dados epidemiologicos ja publicados na literatura.

Na revisdo histopatologica e imuno-histoquimica da presente casuistica, 62,9 %
(22/35) dos casos foram compativeis com linfomas cutineos (13 LCPCF, 4 LCPZM, 3
LCPDGCB-TP e 2 SOE). Em 14,2% (5/35) dos casos, concluiu-se por lesdes ndo compativeis
com linfoma cutaneo (processo benigno). Entretanto, em 22,9% (8/35) dos casos ndo foi

possivel a diferenciagdo entre linfoma e pseudolinfoma cutaneo.

Dentre os casos compativeis com linfomas cutaneos (critério HP+IHQ) na casuistica
do nosso estudo, 59,1% (13/22) tiveram deteccdo de monoclonalidade pelo estudo do
rearranjo génico de IgH (alvos FR1VHJH, FR2 VHJH e FR3 VHIJH), com valores
semelhantes aos demonstrados por Lukowsky et al. Estes autores avaliaram o protocolo
BIOMED-2 para estudo do rearranjo génico de IgH em 43 bidpsias cutdneas de AFFIP de
casos confirmados de LCPCB (27 LCPCF, 11 LCPZM/imunocitoma ¢ 5 LCPDGCB-TP)
comparativamente a outras abordagens de PCR. A anélise do rearranjo génico de IgH (alvos
FR1VHJH, FR2 VHJH e FR3 VHJH) pelo BIOMED-2 evidenciou taxa de deteccdo geral de
monoclonalidade de 56% (24/43) (Lukowsky et al., 2006). E importante ressaltar que o gene
de IgH ¢ o mais frequentemente estudado, sendo a principal razdo, fisioldgica: o gene IgH se
reorganiza antes dos genes das cadeias leves e algumas neoplasias de células B, como
linfomas/leucemias linfoblasticas de células B precursoras, ndo apresentam rearranjo dos

genes das cadeias leves (van Dongen e Wolvers-Tettero, 1991; Bagg et al., 2002).

O estudo de Morales et al. foi o primeiro a avaliar o rearranjo génico tanto de IgH
quanto de IgK como alvos para ensaios de clonalidade através do protocolo padronizado
BIOMED-2 em LCPCB. Amostras fixadas em formol de tecidos cutineos de 26 pacientes
com LCPCB e 23 pacientes com infiltrados linfoides benignos foram analisadas para o estudo
de rearranjo génico de IgH e IgK. Pacientes com diagnostico de LCPDGCB-TP foram
excluidos, sendo incluidos os subtipos indolentes LCPZM e LCPCF na avaliagdo. O estudo de
rearranjo génico de IgH detectou monoclonalidade em 69% (18/26) dos casos de LCPCB,
sendo 73 % (11/15) no subtipo LCPZM e 64% (7/11) no subtipo LCPCF. J& na avaliacio
isolada de IgK, a monoclonalidade foi detectada em 65% (17/26) das amostras dos casos de
LCPCB, com 60% (9/15) no subtipo LCPZM e 73% (8/11) no subtipo LCPCF. Na avaliagao
final dos resultados de rearranjo génico de IgH em associacdo com IgK, monoclonalidade

geral foi detectada em 85% (22/26) dos pacientes com LCPCP sendo 80% (12/15) no subtipo
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LCPZM e 91% (10/11) no subtipo LCPCF, além de 4% (1/23) dos pacientes com infiltrados
benignos. Assim, a associacdo de avaliagdo de IgK a IgH aumentou a sensibilidade da

detecgdo clonal de 69% para 85% (Morales et al., 2008; Felcht et al., 2011).

Na nossa casuistica, excluidos os casos de LCPDGCB-TP e aqueles SOE, observamos
taxas de deteccdo de monoclonalidade na pesquisa de rearranjo génico de IgH e IgK de
82,35% (14/17), portanto com resultados semelhantes aos de Morales et al. Na avaliagdo dos
subtipos de LCPCB, detectamos monoclonalidade em 84,6 % (11/13) dos pacientes com
LCPCF e em 75% (3/4) dos pacientes com LCPZM, também com resultados semelhantes aos
publicados por Morales et al.(Morales et al., 2008).

No presente estudo, foi realizada a avaliagdo final da pesquisa do rearranjo génico
através da associacdo de IgH, IgK e IgL entre os casos compativeis com linfomas cutaneos
(critério HP+IHQ), com taxas de monoclonalidade em 86,3 % (19/22) dos casos. Assim, a
associacdo dos resultados de cadeias pesada (IgH) e leves (kappa e lambda) aumentou a
sensibilidade da deteccdo clonal de 59,1% (13/22) para 86,3 % (19/22) em comparagdo a
avaliacdo isolada de IgH. Assim, a pesquisa de rearranjo génico de ambas IgK e IgH pode
aumentar a sensibilidade da detec¢ao de clonalidade em casos de LCPCB fixados em

formalina (Morales et al., 2008), como também demonstramos em nosso estudo.

Os resultados finais da nossa casuistica demonstraram monoclonalidade em 40% (2/5)
dos casos ndo compativeis com linfoma cutdneo e em 75% (6/8) dos casos com
indeterminagdo diagnostica na diferenciacdo entre linfoma e pseudolinfoma cutdneo pelo
critério HP+IHQ. Isto sugere o papel diagnostico complementar dos ensaios de clonalidade
através da PCR nos casos com dificuldade diagnostica pela histomorfologia e imuno-

histoquimica.

Lopez Aventin et al. avaliaram 35 pacientes diagnosticados com linfomas cutaneos de
células B (LCPZM =21, LCPCF =12 e LCPDGCB-TP =2). A clonalidade de cé¢lulas B foi
avaliada pela pesquisa do rearranjo génico de IgH (alvos FR1-3VH-JH e DH-JH) e IgK. A
avaliagdo completa de IgH (VH-JH) detectou monoclonalidade em 88,6% (31/35) dos casos
de linfomas cutaneos de células B. O alvo FRIVHIJH apresentou maior resultado clonal
(67,7%), seguido por FR2 VHIH (55,9%) e FR3 VHIJH (47,1%). Apenas 4 pacientes (3
LCPZM e 1 LCPDGCB-TP) exibiram resultados ndo clonais de IgH (VH-JH). No entanto, a
adicao dos testes IgK e IgH incompleto (DH-JH) também permitiu detec¢do clonal nestes 4



114

casos (Lopez Aventin et al., 2021). Em nosso estudo, as frequéncias de clonalidade em
relacdo aos diferentes alvos de IgH foram: 31,8% (7/22) de FR1VHIH, 31,8% (7/22) de
FR2VHIJH e 36,4% (8/22) do alvo FR3 VHJH. Na nossa casuistica, os altos indices de nao
amplificacdao principalmente dos alvos FR1 e FR2 de IgH podem ter sido ocasionados pela
degradagdo de DNA em algumas AFFIP j4 antigas. Nao foi realizado o estudo do alvo IgH
DH-JH em nossa casuistica. Dentre os 35 pacientes avaliados no nosso estudo, detectou-se
resultado monoclonal pela anélise isolada do rearranjo de IgH em 57,1% (20/35) dos casos e
pelo rearranjo génico de cadeia leve em 51,4% (18/35) dos pacientes avaliados. Em todos
estes 18 casos houve rearranjo monoclonal de kappa e apenas 5,7% (2/35) dos casos houve
rearranjo monoclonal de cadeia lambda. Nao houve nenhum caso com rearranjo exclusivo de

cadeia leve lambda.

Em casos suspeitos de linfoproliferagdes de células B, a pesquisa de clonalidade com a
combina¢do de alvos IgH V-J e IgK parece ser suficiente na grande maioria dos casos (>
95%), e a avaliacdo dos alvos IgH D-J e IgL pode ser ocasionalmente util como abordagem

de segunda linha (Langerak et al., 2012).

Melotti et al. avaliaram 29 casos de PLPCB classificados como LCPCB (13 casos),
PLCB (6 casos) e inconclusivos (10 casos) pela histologia e imuno-histoquimica. A
clonalidade foi investigada pela andlise do gene de IgH através de protocolos BIOMED-2
para IgH FR2 (tubo B), IgH FR3 (tubo C) e um método tradicional para IgH FR3 (IgH-trad).
A investigagdo do rearranjo génico de IgK foi realizada pelos tubos A ¢ B de IgK pelo
BIOMED-2. Os resultados mostraram monoclonalidade em 61,5% (8/13) dos casos de
LCPCB e policlonalidade em 66,6% (4/6) dos casos de PLCB. Além disso, a
monoclonalidade foi demonstrada em dois dos casos inconclusivos por histologia e imuno-
histoquimica, demonstrando a utilidade da PCR como uma ferramenta auxiliar de diagnoéstico

para LCPCB (Melotti et al., 2010).

E notério que o resultado dos estudos de clonalidade de Ig através de PCR multiplex
apresentam melhor desempenho em material de células frescas ou congeladas (Langerak et
al., 2012). No entanto, o uso de tecidos provenientes de AFFIP também provou ser uma opgao
factivel. No estudo, confirmou-se a viabilidade de realizagao da PCR em tecidos fixados em
formol e incluidos em parafina em 68,6% (24/35) dos pacientes avaliados, mesmo em

amostras antigas.
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A analise do rearranjo génico do TCRy detectou policlonalidade em 71% (22/31) dos
casos avaliados, resultados ndo avalidveis em 22,6% (7/31) e resultados monoclonais em
6,4% (2/31) dos casos. Deve-se considerar que alguns linfomas de células B podem
demonstrar rearranjos monoclonais do gene TCR, além da possibilidade de
“pseudoclonalidade” de células T quando apenas algumas células T estdo presentes na

amostra (Swerdlow et al., 2013).

Apesar da amostra reduzida deste estudo, esses resultados sugerem que o protocolo
BIOMED-2 possa ser usado no auxilio da diferenciacdo entre infiltrados cutaneos de células
B malignos e infiltrados benignos. Como um dos principais limitadores do estudo, tem-se a
auséncia de duplicata das reagdes para excluir pseudomonoclonalidade. Resultados falsos
positivos sdo comuns especialmente em tecidos extranodais (por exemplo, pele) onde apenas
pequenas quantidades de malignas células B podem estar presentes; isso € especialmente
verdade se uma amostra ¢ analisada apenas uma vez. Em tais circunstancias, analises
repetidas podem auxiliar na avaliacdo da possibilidade de pseudomonoclonalidade (Felcht et
al., 2011). Outra limitacdo do nosso estudo, foi a auséncia de realizacdo da pesquisa de
rearranjos génicos das cadeias pesada e leves da imunoglobulina em casos benignos

inquestionaveis.

A diferenciacdo diagndstica dos PLPCB entre afec¢des benignas e malignas ¢
desafiadora tanto do ponto de vista clinico como da andlise patoldgica e fenotipica. Esta ¢
uma area que precisa de mais investigacdo e desenvolvimento de algoritmos de apoio a
decisdo diagnostica que facilitem a identificagao da real contribui¢do dos testes de pesquisa
de clonalidade no contexto de caracteristicas clinicas, histopatologicas e imunofenotipicas de
infiltrados linfoides atipicos (Comfere et al., 2018b), a exemplo do algoritmo existente para
diagnostico da MF incipiente nos LCPCT (Pimpinelli et al., 2005). No presente estudo foi
proposto um protocolo de investigacdo diagnéstica baseado em critérios CE, HP+IHQ e
pesquisa da clonalidade por estudo do rearranjo génico da Ig (PCR) para fins de auxilio
diagnostico. Neste estudo, a associacdo dos achados clinicos e evolutivos na defini¢do do
critério CE permitiu uma avaliagdo mais detalhada e padronizada ao utilizar informagdes
morfologicas, topograficas, clinicas e dados de seguimento na avaliagao clinica-evolutiva dos
casos estudados. Espera-se que este algoritmo proposto mostre utilidade no auxilio
diagnostico entre processos malignos e reativos de PLPCB. Em nosso conhecimento, a

proposi¢ao de algoritmo neste contexto ¢ uma ideia inovadora sem existéncia de publicacdes
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j& existentes com esta finalidade e proposi¢do. Reconhecemos que este algoritmo ¢ uma
proposta inicial que pode requerer refinamento dos critérios propostos assim como validagao

de sua aplicabilidade na pratica clinica.

No protocolo proposto, considerando a avaliagdo CE, HP+IHQ e clonalidade B, foram
calculadas a sensibilidade e a especificidade da pontuagdo final dos escores do PID
(resultados detalhados na Tabela 33). A melhor sensibilidade para a diferenciacdo entre
processo linfoproliferativo maligno e benigno foi definida como pontuacao final > quatro
(sensibilidade de 100% e especificidade de 33,33%). A melhor especificidade foi determinada
a partir da pontuacao > 9 (sensibilidade de 38,5% e especificidade de 100%). A acuracia da
pontuacao final foi de 80,13%.

A contribuicdo do PID na conclusdo diagnoéstica final em casos de PLPCB com
dificuldade diagnostica ¢ acompanhada da proposi¢ao de um algoritmo de conclusdo final do
PID (Figura 16). Os casos, que apos completa realizagdo do PID, corroborarem, favorecerem
o diagnoéstico final de linfoma cutaneo ou o diagndstico de processo reativo benigno
(pseudolinfoma cutaneo) devem prosseguir com a conduta terapéutica apropriada, mas os
casos com discordancia, indeterminagdo ou possibilidade diagnostica de linfoma cutaneo

devem ser revisados e monitorizados até completa elucidag@o diagnostica final.

A proposi¢do de um organograma que incremente a acuracia diagnoéstica,
principalmente nos casos indeterminados, possibilita uma melhor abordagem e otimizagado
terapéutica. Desta maneira, diagnosticos mais definidos permitirdio ao médico assistente

prosseguir com um plano de tratamento e seguimento mais apropriados.
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Figura 16 - Algoritmo proposto para conclusio final do protocolo de investigacio
diagnostica

Protocolo de investigacio diagndéstica: avaliacdo diagndstica de processos linfoproliferativos cutaneos de células B
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Algoritmo proposto para conclusdo diagnodstica final e conduta de casos de PLPCB com dificuldade
diagnostica.
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7 CONCLUSOES

b)

d)

No presente estudo, foi possivel:

confirmar a aplicabilidade e utilidade da pesquisa de clonalidade através do rearranjo
génico das cadeias pesada e leves de Ig em material proveniente de biopsias cutaneas
no auxilio diagnéstico de PLPCB (PLC, LCPCB e casos com indefini¢do diagnostica)
de pacientes acompanhados no Ambulatério de Linfomas Cutaneos da Divisao de

Clinica Dermatologica do HCFMUSP;

confirmar a funcionalidade da reagdo em cadeia de polimerase pelo protocolo
BIOMED-2/Euroclonality tanto em amostras fixadas em formol e incluidas em

parafina quanto em amostras congeladas;

propor e aplicar um protocolo de investigacdao diagnostica para PLPCB que mostrou
beneficios na associacdo dos critérios clinico-evolutivos, avaliagdo histopatologica e

imunohistoquimica e pesquisa de clonalidade de células B;

identificar a contribui¢do do protocolo proposto para a conclusdo diagnostica final de

casos de PLPCB;

permitir a realizagdo de um algoritmo de conclusdo diagnostica final e conduta de

casos de PLPCB com dificuldade diagnoéstica.
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APENDICE A - Ficha de dados obtidos através de revisio de prontuario

Ficha de dados obtidos através de revisao de prontuario

Matricula:

Sexo: 0 masculino O feminino

Data de nascimento:

Tempo de historia:

Comorbidades: 0 Néo o Sim Qual:

Data do ultimo atendimento:

Exame dermatologico:

Locais das linfonodomegalias:

Esplenomegalia: oNdo  oSim

|'[
T
£

Sorologia HTLV:

Pesquisa de clonalidade B:
Pele O Positiva 0 Negativa 0 nfo realizado
Parafina o Positiva 0 Negativa 0 nao realizado

Resultado HP pele:

Imagem de torax:(data:  / /)

oRx oTC oPET-CT

Tratamentos realizados:
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APENDICE B - Critérios histopatolégicos propostos de avaliagio de processos

linfoproliferativos cutineos de células B no presente estudo

Critérios histopatologicos propostos Caracteristicas

Distribui¢do do infiltrado celular (0) ndo avaliavel
(1) difuso
(2) nodular
(3) focal

() perianexial () perivascular
(4) intersticial /dissecc¢do de colageno

Zona de Grenz (0) ausente
(1) presente

Componente inflamatdrio associado (0) ausente
(1) presente
() neutrofilos
() eosinofilos
() plasmocitos
() histidcitos
( ) linfocitos T

Foliculotropismo (0) ausente
(1) presente
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Critérios histopatologicos propostos Caracteristicas
(continuagdo)
Invasdo vascular (0) ausente

(1) presente

Mitose (0) ausente
(1) presente
(2) atipica

Apoptose (0) ausente
(1) presente

Foliculos linfoides (0) ausentes
(1) raros
(2) frequentes

Zonas do manto (0) ausentes
(1) raras
(2) frequentes




APENDICE C - Critérios imuno-histoquimicos propostos de avaliagio de processos

linfoproliferativos cutineos de células B no presente estudo

Marcadores celulares do painel imuno-histoquimico basico Pontuacio
roposto

CD3 (0)
(1
2)
A3)
“4)

Linfocitos :
0)
(D
()
(3)
(4)

CD 10

Centro germinativo:
0)
(1
(2)
(3)
(4)

Em células de interesse:
0)
(1
(2)
(3)
4)

(continua)
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Marcadores celulares do painel imuno-histoquimico basico Pontuacio
roposto

BCL6

Centro germinativo:
0)
6]
2
3)
4

Linfocitos :
0)
(1
(2)
(3)
(4)

Demais marcadores (0)
(1
(2)
(3)
(4)
(NR) nio realizado
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APENDICE D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Dados de identificacdo do sujeito da pesquisa
Nome:

Sexo: Mo F o

Data nascimento: ........ [veeuins -

Endereco ........................ N e, APTO: .................. Bairro:...
Cidade .......ccooevvveviecieiiennen. CEP.......ccveueene. Telefone: DDD (...) ccoeeeveeevenenn.
Dados de identificagdo do responsavel legal

Nome:

Natureza (grau de parentesco, tutor, curador etc.):.......cceeveeevveennen.

Sexo: Mo Fao

Data nascimento.: ...... fovoiid i

Endereco ..................l. N APTO: ... Bairro:...
Cidade ......ccocvevvveviveiieirnnne CEP.......cuveuee. Telefone: DDD (...) vocevcvveevenenne

Dados sobre a pesquisa:
TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : Anélise do rearranjo do gene de cadeias pesada e leves
da imunoglobulina pela técnica de reacdo em cadeia de polimerase no auxilio diagnostico de
processos linfoproliferativos cutdneos de células B
Pesquisador 1: Adriana Borba Guimaraes
Cargo/fungdo: médico
Inscri¢ao conselho regional N° 171881 SP
Unidade do HCFMUSP: Departamento de Dermatologia — 3° andar — ICHC - FMUSP
Pesquisador 2: José Antdnio Sanches Jinior
Cargo/fungdo: médico
Inscrigao conselho regional N° 40625
Unidade do HCFMUSP: Departamento de Dermatologia — 3° andar — ICHC - FMUSP
Avaliacao do risco da pesquisa:
risco minimo m risco médio m
risco baixo i risco maior i
Duracdo da pesquisa: 24 meses
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

Estas informacdes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria neste estudo, que
visa comparar os resultados da analise do rearranjo do gene da Imunoglobulina pela técnica de PCR
e Citometria de Fluxo em pacientes com diagnéstico de Pseudolinfoma e Linfoma Primario Cutaneo
de células B. Para avaliacdo clinica, vocé sera submetido a um questionario sobre a evolucao de sua
doenga, além de um exame fisico minucioso avaliando toda a pele. A coleta da bidpsia de pele sera
feita com punch de 6 mm, com anestesia local e serd puncionado num local de pele doente. Este
procedimento € simples, com riscos minimos de complicagdes, € sera coletada com técnica asséptica.

As complicac¢des que podem ocorrer relacionadas a bidpsia de pele: complicagdes possiveis
podem ocorrer que incluem infec¢do do local da biopsia, sangramento,reacdo ao anestésico local e
desconforto.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais davidas. O investigadores responsaveis sdo Dr. José Antonio
Sanches Junior e Dra Adriana Guimaraes, que podem ser encontradas no endere¢o Rua Dr. Enéas de
Carvalho Aguiar, 155 — 5° andar — Cerqueira Cesar-Sao Paulo/SP - telefone(s) (11) 2661-3346 ou
(11) 2661-7936. Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
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contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
(CEP-FMUSP): Av. Dr. Arnaldo, 251 - Cerqueira César - Sdo Paulo - SP -21° andar — sala 36- CEP:
01246-000 Tel: 3893-4401

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Institui¢do. As
informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as de outros pacientes, ndo sendo divulgada a
identifica¢do de nenhum participante do estudo. Vocé podera, caso queira, ser mantido atualizado(a)
sobre os resultados parciais das pesquisas. Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer
fase do estudo, incluindo exames ¢ consultas. Também ndo ha compensagio financeira relacionada a
sua participa¢do. Os dados e o material bioldgico coletados serdo utilizados somente para esta
pesquisa.

Preenchimento pelo sujeito da pesquisa ou seu responsavel legal:
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo ” Analise do rearranjo do gene das cadeias pesada e leves da
imunoglobulina pela técnica de PCR e citometria de fluxo no auxilio diagnostico de processos
linfoproliferativos cutaneos de células B”.
Eu discuti com a Dr. José Antonio/ Dra Adriana sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propo6sitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagdo € isenta de despesas e que tenho garantia
do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu
atendimento neste Servigo.
Assinatura do paciente/representante legal ..........c.occvevvereerienieenennenne, Data /o
Assinatura da testemunha............ccocevirieiieni i Data /o

(Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual).

(Somente para o responsavel do projeto)
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.
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APENDICE E - Parecer consubstanciado do CEP

4 and HOSPITAL DAS CLINICAS DA
) FACULDADE DE MEDICINA DA %" .
Ay USP - HCFMUSP
Continuagdo do Parecer: 1.578.205
TCLE / Termos de | TCLE_linfomas_cutaneos.docx 13/04/2016 |JOSE ANTONIO Aceito
Assentimento / 15:39:00 |SANCHES JUNIOR
Justificativa de
Auséncia _
Outros Registro_online_14803.pdf 23/03/2016 |JOSE ANTONIO Aceito
15:16:49 | SANCHES JUNIOR
Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 23/03/2016 |JOSE ANTONIO Aceito
15:01:40 | SANCHES JUNIOR
Projeto Detalhado / |Projeto_linfomas_cutaneos.docx 08/03/2016 |JOSE ANTONIO Aceito
Brochura 12:04:17 | SANCHES JUNIOR
| Investigador
Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 06 de Junho de 2016

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)
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APENDICE F - Dados gerais e demograficos

Caso Sexo Cor D Data Data da Tempo Tempo  Evolugio Morfologia
(A) da dltima evoluca gui t lini das lesdes
admissdo consulta M
2 F B 43 01/03/2007 21/01/2021 3 166 VCED nddulo
'3 M P69 010092007 260092018 8 132 MCED  placa
4 F B 69 36 153  VSED placa
01/08/2008 06/05/2021 nddulo

F B 59 01/05/2009 08/12/2020 60 139  VCED nddulo

69 01/01/2010 02/03/2021 134 VSED nddulo

10 F B 37 12 107 VSED pépula
01/04/2011 10/03/2020 placa

12 F B 69 ND 1 ND tumor
01/11/2011 20/12/2011 ulcerado

4 M B 3 01/12/2011 23/04/2013 16 ND nédulo

15 M P 60 01042012 13122021 6 116 VSED  placa

6 M N 66 ND 65 VSED tumor
01/11/2012 12/04/2018 ulcerado

18 F I 66 01/01/2013 11/10/2016 12 45 ND ﬁlaca
20 M B 58 60 67 VCED placa
01/09/2015 20/04/2021 nodulo
22 M B 33 5 58 VCED péapula
01/04/2016 23/02/2021 ilaca
24 M B 28 6 10 ND papula
01/05/2016 28/03/2017 placa

27 01/10/2016 23/02/2021 52 VCED papula
28 M B 36 18 52 VCED placa
01/11/2016 11/03/2021 nddulo
29 F B 5l O0UIlL2017 13102020 12 35 VSED  placa
30 F B 60 36 38 VCED placa
01/12/2017 18/02/2021 nodulo

32 01/04/2018 02/02/2021 34 VSED laca

38 01/01/2019 12/01/2021 24  VSED nddulo

(continua)
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(continuagao)
Caso QTD Topografia Neoplasias Comorbidades =~ Medicamentos Estadiamento
associadas de uso continuo (TNM)
1 MU tronco nao gota,obesidade Alopurinol, colchicina T2a NO MO
2 U face CUP em 2008 HAS, DLP - Tla NO MO
3 MU face CEC de IC -
tronco laringe (2019) T2a NO MO
4 MU Face, tronco nao nao nao T2b NO MO
5 U face nao HAS Anlodipino, HCTZ
omeprazol T1la NO MO
6 MU Tronco,braco nao nao nao T2a NO MO
7 MU Face,tronco nao - - T2b N3 M1
8 U couro nao DM,HAS,DLP, Sinvastatina,Metformina
cabeludo glaucoma, Omeprazol,Fluoxetina
gastrite HCTZ T1la NO MO
9 MU Brago,tronco nao nao nao
coxa T2a NO MO
10 MU tronco nao HAS Propranolol, omeprazol, AAS ,
losartan e HCTZ T2a NO MO
11 MU perna nao - - T2b N3 MO
12 MU perna ND ND ND T2a NO MO
13 MU face nao - - T1b NO MO
14 MU cabega ndo ndo ndo
pescogo T2b N1 MO
15 U face nao nao nao T1b N1 M1
16 U tronco ACP (2014) nio - T2a N1 MO
17 MU face nao HTO Levotiroxina T2a NO MO
18 U face nao AR, HAS ¢ MTX, HCTZ, enalapril, vit D e
HTO levotiroxina T1la NO MO
19 MU tronco nao - -
coxa T2a NO MO
20 MU Cabeca nao NAO nao
pescogo T2b NO MO
21 MU face e tronco nao HAS - T2a NO MO
22 MU tronco nao - - T2a NO MO
23 MU tronco nao AR Adalimumabe,Abatacepte,
Etanercept e CO T2a NO MO
24 MU face nio Epilepsia Carbamazepina e lamotrigina T2a NO MO
25 U tronco nao - - T2a NO MO
26 MU face e tronco nao SOP,NM nao T2a NO MO
27 MU face e tronco nao IDCV Ig T2a NO M0
28 MU face e tronco ndo nao - T2a NO MO
29 U brago nao DLP,pré- DM, Levotiroxina,metformina e
HTO rosuvastatina T1la NO MO
30 MU face e tronco Adenocarcino- nio nio
ma de célon em
2010 T2a NO MO
31 MU tronco nao nao nao T2a NO MO
32 18] face ndo nao nao Tla NO MO
33 MU Face,tronco nao nao nao
coxa T3a NO MO
34 MU couro nao Doenga de Mesalazina, acido folico,
cabeludo Crohn, HAS enalapril T2a N3 MO
35 MU tronco nao HAS Losartan T2a NO MO

ID: idade de amissdo, A: anos, M: masculino, F: feminino, B: branca, P: parda, N: negra, I: ignorada, M: meses, QTD: quantidade de lesdes,

U: Gnica, MU: multiplas, VCED: vivo com evidéncia de doen¢a, VSED: vivo sem evidéncia de doenga, MCED: morto com evidéncia de
doenga, ND: ndo disponivel, CUP: carcinoma urotelial papilifero, CEC: carcinoma espinocelular, ACP: Adenocarcinoma de prostata, AR:
artrite reumatoide, IC: Intersticiopatia cronica, IDCV: Imunodeficiéncia comum variavel, DM: diabetes melitus, HAS: hipertensdo arterial
sistémica, HTO: hipotiroidismo DLP: dislipidemia, SOP: sindrome do ovario policistico, NM: Nodulo mamario, MUC: medicamentos de
uso continuo, HCTZ: hidroclorotiazida, AAS: acido acetilsalicilico, Ig: imunoglobulina, CO: corticoéide oral, MTX: metotrexato.
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APENDICE G - Quadros cutineos dos pacientes estudados

e Pacientes com nddulos em couro cabeludo. A, quadro de tumores em couro cabeludo (caso
14). B, multiplos nddulos alopécicos em couro cabeludo (caso 20). C e D, paciente com
nddulos infiltrados em couro cabeludo (caso 34).

e Tumores ulcerados em membros inferiores. A, paciente sexo feminino com tumores ulcerados
em perna (caso 12). B ¢ C, paciente do sexo masculino com tumores ulcerados em perna
esquerda (caso 11).
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e Pacientes com lesoes em face. A (caso 24), B (caso 3) e C (caso 23): pacientes com placas
eritematoinfiltradas em face
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e A e B: paciente (caso 19) com nodulos eritematosas em tronco. C e D: paciente (caso 9) com
nddulo e placas eritematosas em tronco € membros superiores.

e Pacientes com lesdes em face. A, paciente (caso 4) com placa eritematoviolacea em face. B:
paciente (caso 13) com papulas e placa eritematosas em face.
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APENDICE H - Resultados das escalas de pontuacées dos critérios clinico-evolutivos do
protocolo de investigacdo diagnodstica dos pacientes estudados de processos
linfoproliferativos cutineos B

Caso  Critério  Evolucao com  Evolucio com Evolucio Surgimento Evolu¢io com Critério
clinico regressio persisténcia com de novas disseminagio clinico-
0a2) espontinea do quadro pés recidiva lesdes a extracutinea evolutivo

(apos tratamento (0 ou?2) despeito do (0 ou 6)
abordagem) Ooul) tratamento
(-1 ou 0) (0 ou 3)

[ ]
N
=]
—_
S
(=)
S
W

=
\S]
(=]
(=)
(=)
W
(=)
W

8 1 -1 0 0 0 0 0
o 020 1.0 3 0 6
10 2 0 0 0 0 0 2
w20 0 2 0 6 10
12 2 ND ND ND ND ND NA
o 2 0 10 3 0 6
14 2 0 0 2 0 6 10

. .
=] =)
— [\
1

— (=]
(=] (=]
(=] (=]
(=] (=]
(=] [*)}
(=] [ee]

[
<
[\
(=]
Ll
(=]
(=]
(=]
W

22 2 0 1 0 0 0 3

[N
=
[\
=]
(=]
(=]
W
(=]
(%]

)
(=)
o
(e
.
o
w
o
N

N
=]
[\
(=]
L
(=]
(=]
(=]
W

[\
(=]
—_—
(=]
(=]
(=]
W

30

32 1 -1 0 0 0 0 0

34 2 0 0 0 0 6 8

ND: nio disponivel. NA: ndo avaliavel
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APENDICE I - Resultados da revisiio histopatolégica

CASO 1c DIC EI G TC CIA E F AC v /D MC UE A NI FL CG ™M

2 3 (12 ©1- 0 4 0 o o1 o0 0 0 o0 0 o0 2 2 1
1-1)

4 (1-4)  (0-1- NA 4 0 0 2 0 00 0 0 0 0 0 0
1-1)

2-4)  (0-1- 0

1-0)

(1-4)  (0-1-

1-0)

2-4)  (1-1-
1- (HD)

NA)

1-0)

18 2 @3 (-1
PA)  0-0)

0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

20 2 2 (1- 1 4 1 0 01 o0 0 1 0 0 0 2 2 1
1-0) (HY/
PL/

es]
|

22 2 @4 (1-1- 0 4 0 0 0 1 0 o o o0 0 0 2 2 1
1-0)
4 2 3 (1- 0o 4 1 1 12 o0 0 I 0 O O 0 0 0
PA+  1-0) (PL/
PV HI)

26 3 2 (1-1- 1 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 2
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CASO 11c DIC EI G TC CIA E F AC v /D MC UE A NI FL CG ™M

1-0)

24 (1-1- 4 1 (PL)
1-
NA)

(1-2)  (1-1- 1 (PL)

1-1)

13 (1-1- 0
PA+  1-0)

N}
‘

(12) (-1 1 (EO

1-1) /HI)

IIC: intensidade do infiltrado celular; DIC: distribui¢do do infiltrado celular; EI: extensdo do infiltrado ;ZG: zona de Grenz ,
TC: Tamanho celular; CIA: Componente inflamatdrio associado; E: Epidermotropismo; F: Foliculotropismo; AC: Atipia
celular; IV: Invasao vascular; I/D: Invasdo/destruicdo de anexos cutaneos; MC: Mitose celular; UE: Ulceragéo de epiderme,
A: Apoptose; NI: Necrose do infiltrado; FL: Foliculos linfoides; CG: Centros germinativos; CGA: células grandes; ZM:
Zona do manto; PV: perivascular, PA: perianexial; PL: plasmoécitos, PLE:periferia da lesdo; HI: histidcitos; EO: eosindfilo;
CM: células monocitdides; NA: ndo avaliavel. Descri¢do dos Critérios Histopatologicos em Apéndice B
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APENDICE J - Resultados da revisio imuno-histoquimica

Caso CD20 CD3  CD23 CD10 Ki67 (CI) BCL2 BCL6 CD4 CD5 CD21 _ CD30
(y/ (FCG (CG) (FCG (y/
CDF) ICG) /CG) CDF)

2 4 2 (0/4) (0/1) 3 0 (0/2) NR NR (0/4)  NR
(CGR)

4 4 2 (0/2) o/ 2 0 2/2) NR NR (03)  NR
NCG)

N
~

(4/0) G/N (2/NCG)  NR (02)  NA
CG)

[>]
EN

(0/0) 3(CI) 3(CI) 3(CI) NR 3 (3/0)  NR

—
=]
~

(/1) (0/1) 4 (0/0) NR NR (0/4) 2

—
[S]
~
~

(0/0) o/ 4(CnH  (I/NCG) (0/0)  NR
NCG)

—
N
~
w
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(continuagao)
Caso CD CD56 CD68 CD79a CD138 Ciclina PAX5 IgD K L MUM- DX
43 D1 1
1 NR NR NR NR NR 0 0 NR NR NR NR 2- SOE
2 NR NR NR NR NR 0 4 NR NR NR NR 2- SOE
(ZM  ou
CF)
3 NR NR NR NR NR 0 4 NR NR NR NR 0
4 NR NR NR NR NR NR 0 NR NR NR NR 2-LCF
5 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 0
6 3 NR NR NR NR 0 4 NR NR NR NR 2-LCF
7 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 2-
DGCBLT
8 NR NR NR NR NR 0 NR NR NR NR NR 2 - LCF
(BCL2 +)
9 NR NR NR NR NR 0 NR NR NR NR NR 2-LZM
10 NR NR 2 NR NR NR NR NR NR NR NR 1
11 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 2-
DGCBLT
12 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 2-
DGCBLT
13 NR NR NR NR NR 0 NR NR NR NR NR 2-LCF
14 NR NR NR NR NR 0 NR NR NR NR NR 2-LCF
15 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 2-LCF
com PD
16 NR NR NR NR NR 0 NR NR NR NR NR 2-LCE™
17 NR NR NR NR NR 0 NR NR 3 3 NR 1
18 NR NR NR NR NR 0 NR NR NR NR NR 2-LCF
19 NR NR 3 NR NR 0 4 NR 2 1 NR 2-LZM
20 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 1
21 NR NR NR 4 NR 0 2 NR NR NR 0 2-LCF
22 NR NR NR NR 0 0 NR 4 NR NR NR 1
(raros
PL)
23 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 1
24 NR NR NR NR NR 0 NR NR NR NR NR 1
25 NR 0 2 NR NR NR NR NR NR NR NR 1
26 NR NR NR NR NR 0 NR 1 NR NR NR 0
27 NR NR NR NR NR 0 NR NR NR NR NR 2-LCF
28 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 2-LCF
29 0 NR NR NR 0 (CI) 2 NR NR 2 NR NR NR 2-LZM
(PL)
30 NR NR NR NR 1 0 4 NR NR NR NR 2-LCF
31 NR NR NR NR NR 0 NR NR NA NA NR 0
32 NR NR 2 NR NR NR NR NR NR NR NR 0
33 NR NR NR NR NR 0 NR NR NR NR NR 1
34 NR NR NR NR NR 0 4 NR NR NR NR 2 - LCF
35 NR NR NR NR NR 0 NR NR NR NR NR 2-LZM

K:kappa, L:lambda, DX: diagnoéstico; Ly:linfécitos; CDF: célula dendritica folicular, FCG: fora do centro germinativo, CG:
centro germinativo, NR: ndo realizado; NA: ndo avaliavel; NCG: ndo tem centro germinativo; CD: células grandes, CM:
células do manto; CP: células pequenas; CIS: células isoladas; LP: linfocitos pequenos, CI: células de interesse, PL:
plasmocitos ; CGR: centros germinativos residuais; CF: linfoma centrofolicular; ZM: linfoma de zona marginal. PD: padrio
difuso. * Obs: marcagfo fraca porém extensa =~ Outros achados: presenga de células multinucleadas e poliglobuladas com
nucléolo evidente nos foliculos linfoides.”" Nota: com padrio difuso e presenca de células grandes e auséncia de foliculos
" Presenca de 4reas foliculares e areas difusas. Descrigdo dos critérios imuno-histoquimicos em Apéndice C.
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APENDICE K - Resultados descritivos da pesquisa de clonalidade do rearranjo génico

da cadeia pesada da imunoglobulina (IgH) nos 35 casos avaliados de processos

linfoproliferativos cutaneos B

Caso IgH tubo A IgH tubo B IgH tubo C

1 policlonal monoclonal monoclonal com fundo policlonal

2 monoclonal monoclonal com fundo policlonal monoclonal com background
policlonal

3 monoclonal monoclonal policlonal

4 monoclonal monoclonal monoclonal

5 ndo amplificou nao amplificou policlonal

6 monoclonal monoclonal com fundo policlonal monoclonal com fundo policlonal

7 ndo amplificou ndo amplificou monoclonal

8 ndo amplificou nao amplificou policlonal

9 policlonal monoclonal monoclonal

10 policlonal monoclonal com fundo policlonal monoclonal com fundo policlonal

11 ndo amplificou ndo amplificou ndo amplificou

12 nao amplificou nao amplificou nao amplificou

13 policlonal policlonal policlonal

14 monoclonal policlonal policlonal

15 nao amplificou nao amplificou nao amplificou

16 monoclonal nao amplificou monoclonal

17 policlonal policlonal policlonal

18 ndo amplificou inconclusivo policlonal

19 ndo amplificou nao amplificou policlonal

20 monoclonal monoclonal policlonal

21 policlonal monoclonal policlonal

22 monoclonal policlonal monoclonal

23 ndo amplificou policlonal policlonal

24 monoclonal policlonal policlonal

25 monoclonal inconclusivo monoclonal

26 policlonal policlonal policlonal

27 ndo amplificou policlonal policlonal

28 policlonal policlonal monoclonal com fundo policlonal

29 policlonal monoclonal com fundo policlonal  policlonal

30 policlonal policlonal policlonal

31 ndo amplificou monoclonal policlonal

32 nao amplificou nao amplificou nao amplificou

33 nao amplificou nao amplificou nao amplificou

34 monoclonal com policlonal policlonal

fundo policlonal
35 monoclonal nao amplificou policlonal
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APENDICE L - Resultados descritivos da pesquisa da clonalidade do rearranjo génico

das cadeias leves kappa e lambda da imunoglobulina (IgK e IgL) dos 35 casos avaliados

de processos linfoproliferativos cutaneos B

Caso IgK tubo A IgK tubo B IgL

1 policlonal monoclonal monoclonal

2 policlonal policlonal policlonal

3 policlonal nao amplificou nao amplificou
4 monoclonal Monoclonal nao amplificou
5 inconclusivo ndo amplificou policlonal

6 monoclonal monoclonal policlonal

7 policlonal nao amplificou nao amplificou
8 policlonal nao amplificou policlonal

9 monoclonal Monoclonal policlonal

10 policlonal Inconclusivo policlonal

11 monoclonal ndo amplificou ndo amplificou
12 monoclonal nao amplificou ndo amplificou
13 policlonal policlonal policlonal

14 policlonal Monoclonal policlonal

15 monoclonal ndo amplificou ndo amplificou
16 policlonal nao amplificou nao amplificou
17 policlonal policlonal policlonal

18 monoclonal Monoclonal ndo amplificou
19 policlonal ndo amplificou policlonal

20 monoclonal nao amplificou policlonal

21 policlonal policlonal policlonal

22 policlonal Policlonal policlonal

23 policlonal nao amplificou policlonal

24 policlonal Monoclonal policlonal

25 policlonal Monoclonal policlonal

26 policlonal policlonal policlonal

27 inconclusivo Monoclonal policlonal

28 policlonal Inconclusivo policlonal

29 monoclonal Monoclonal policlonal

30 monoclonal Monoclonal monoclonal

31 policlonal monoclonal policlonal

32 ndo amplificou nao amplificou ndo amplificou
33 policlonal monoclonal nao amplificou
34 monoclonal Policlonal policlonal

35 Policlonal policlonal policlonal




APENDICE M - Resultados descritivos da pesquisa de rearranjo génico de

imunoglobulina por PCR dos 35 casos avaliados de processos linfoproliferativos

cutaneos B

Caso Resultado

biologia Cadeia Ig com rearranjo

Tipo de amostra

molecular cutanea
avaliada

1 Monoclonal leve( kappa e lambda ) e pesada AFFIP

2 Monoclonal pesada AC

3 Monoclonal pesada AFFIP

4 Monoclonal leve( kappa ) e pesada AFFIP

5 Indeterminado indeterminado AFFIP

6 Monoclonal leve( kappa ) e pesada AC

7 Monoclonal pesada AFFIP

8 Indeterminado indeterminado AFFIP

9 Monoclonal leve( kappa ) e pesada AFFIP
10 Monoclonal pesada AFFIP
11 Monoclonal leve (kappa) AFFIP
12 Monoclonal leve (kappa) AFFIP
13 Policlonal policlonal AFFIP e AC
14 Monoclonal leve( kappa ) e pesada AFFIP
15 Monoclonal leve (kappa) AFFIP
16 Monoclonal pesada AFFIP
17 Policlonal policlonal AC

18 Monoclonal leve (kappa) AFFIP
19 Indeterminado indeterminado AFFIP
20 Monoclonal leve( kappa ) e pesada AFFIP
21 Monoclonal pesada AC

22 Monoclonal pesada AC

23 Indeterminado indeterminado AFFIP
24 Monoclonal leve( kappa ) e pesada AFFIP
25 Monoclonal leve( kappa ) e pesada AC

26 Policlonal policlonal AFFIP
27 Monoclonal leve (kappa) AFFIP
28 Monoclonal pesada AFFIP e AC
29 Monoclonal leve( kappa ) e pesada AC

30 Monoclonal leve( kappa e lambda) AFFIP e AC
31 Monoclonal leve( kappa ) e pesada AFFIP
32 nao avaliavel nao houve amplificacdo AFFIP
33 Monoclonal leve (kappa) AFFIP
34 Monoclonal leve( kappa ) e pesada AFFIP
35 Monoclonal pesada AC

PCR: reagdo em cadeia da polimerase, AC: amostra congelada, AFFIP: amostra fixada em formol e incluida em

parafina.
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APENDICE N - Resultados descritivos da pesquisa da clonalidade do rearranjo génico

do TCRy dos 35 casos estudados de processos linfoproliferativos cutineos B

Caso TCR Tipo de amostra cutinea avaliada

2 monoclonal AC

oliclonal AFF

=)

monoclonal AC

=]

NA AFFIP

[
(=]

policlonal AFFIP

12 NR -

14 policlonal AFFIP

16 NA AFFIP

18 oliclonal AFFIP

20 policlonal AC

22 policlonal AFFIP

24 policlonal AFFIP

26 policlonal AFFIP

28 oliclonal AFFIP e AC

30 policlonal AFFIP e AC

32 NA AFFIP

34 policlonal AFFIP

TCR: receptor de células T, NA: ndo avaliavel, NR: ndo realizado, AC: amostra congelada, AFFIP: amostra

fixada em formol e incluida em parafina.
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APENDICE O - Resultados das frequéncias e porcentagens das pontuacdes referentes

aos critérios avaliados no protocolo de investigacio diagnostica

Resultados das frequéncias e porcentagens das pontuagdes avaliadas no critério
clinico-evolutivo pelo protocolo de investigacio diagnéstica

Resultados do critério Pontuacdo Frequéncia  Porcentagem
clinico-evolutivo do PID

-1 0 0,0%
0 5 14,7%
1 2 5,9%
2 2 5,9%
3 9 26,5%
4 1 2,9%
5 4 11,8%
6 5 14,7%
7 0 0,0%
8 3 8.8%
9 0 0,0%

10 2 5,9%

11 1 2,9%

Total” 34 100,0%

PID: protocolo de investigagdo diagnostica. Interpretacdo do escore de pontuagdo do diagnoéstico clinico-
evolutivo (critério A): 0 ou -1 (ndo compativel com linfoma), 1 a 2 (indeterminado), 3 a 5(suspeito de linfoma),
> 6 (compativel com linfoma). , * Avaliagdo final realizada em 34 dos 35 pacientes estudados.

Resultados das frequéncias e porcentagens das pontuacoes avaliadas nos critérios
HP+IHQ pelo protocolo de investigacio diagndstica

Resultados do critério HP+IHQ do PID Pontua¢dao Frequéncia Porcentagem
0 5 14,3%

1 8 22,8%

2 22 62,9%

Total 35 100,0%

PID: protocolo de investigacdo diagndstica, HP: Histopatoldgico, IHQ: imuno-histoquimico. Interpretagao do
escore de pontuacao do critério HP+IHQ: 0 (ndo compativel com linfoma/benigno), 1 (indeterminado), 2
(compativel com linfoma/maligno).

Resultados das frequéncias e porcentagens das pontuacdes avaliadas nos resultados da
pesquisa do rearranjo génico da imunoglobulina pelo protocolo de investigacio
diagnostica

Resultados de pesquisa do rearranjo Pontuacdo  Frequéncia Porcentagem
génico da imunoglobulina pelo PID

0 3 8,8%
1 4 11,8%
2 27 79,4%

*

Total 34* 100,0%
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PID: protocolo de investigagdo diagnostica. Interpretagdo do escore de pontuagdo do critério de pesquisa do
rearranjo génico da imunoglobulina: 0 (policlonal), 1 (indeterminado), 2 (monoclonal). * Avaliacdo realizada em
34 dos 35 pacientes estudados, pois um caso teve resultado nao avaliavel devido auséncia de amplificagdo em
todos os tubos avaliados

Resultados das frequéncias e porcentagens do somatorio das pontuacdes finais dos
critérios clinico-evolutivos, histopatologicos associado aos imunohistoquimicos e
pesquisa do rearranjo génico da imunoglobulina pelo protocolo proposto

Pontuacio final dos critérios CE, HP+IHQ e pesquisa do rearranjo Pontua Frequén Porcenta
_génico da imunoglobulina ¢cao cia gem
Critérios CE, HP+IHQ e pesquisa do rearranjo génico da imunoglobulina 0 0 0,0%
1 1 3,0%

2 1 3,0%

3 2 6,1%

4 3 9,1%

5 2 6,1%

6 4 12,2%

7 5 15,1%

8 5 15,1%

9 1 3,0%

10 3 9,1%

11 0 0,0%

12 3 9,1%

13 0 0,0%

14 2 6,1%

15 1 3,0%

Total” 33 100,0%

PID: protocolo de investigacdo diagnostica, CE: clinico-evolutivo, HP: Histopatologico, THQ: imuno-
histoquimico. * Avaliag@o final completa realizada em 33 dos 35 pacientes estudados.
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APENDICE P - Resultados da clonalidade B pela pesquisa do rearranjo génico da
imunoglobulina em relacio aos resultados dos critérios histopatologicos associado a
imuno-histoquimicos pelo protocolo proposto

Resultados descritivos dos resultados de clonalidade B em relaciio aos subtipos histologicos pelo critério
de HP+IHQ dos pacientes estudados com PLPCB pelo protocolo de investigacio diagnostica

Resultados de clonalidade B ™M CF LCPDGCB SOE Total
(pesquisa dos rearranjos génicos de (N=4) (N=13) -TP (N=3) (N=2) (N=22)
cadeia pesada e leves da n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
imunoglobulina)

Cadeia pesada 1(4,5%) 3 (13,6%) 1 (4,5%) 1 (4,5%) 6 (27,2%)
Cadeia leve kappa - 3 (13,6%) 2 (9,1%) - 5(22,8%)
Cadeia leve lambda - - - - -

Cadeias leve kappa e pesada 2 (9,1%) 4(18,2%) - - 6 (27,3%)
Cadeias leve lambda e pesada - - - - -

Cadeias leves kappa e lambda - 1(4,5%) - - 1 (4,5%)
Cadeias pesada e leves (kappa e - - - 1 (4,5%) 1 (4,5%)
lambda)

Auséncia de resultado monoclonal - 1 (4,5%) - - 1 (4,5%)
Indeterminado 1 (4,5%) 1 (4,5%) 2 (9,2%)
Total 4(18,1%) 13(59,1%) 3(13,6%) 2 (9,2%) 22(100%)

HP: histopatolégico, IHQ: imuno-histoquimico, PLPCB: processos linfoproliferativos cutdneos B, ZM: linfoma
cutaneo primario de células B tipo zona marginal, CF: linfoma cutaneo primario de células B tipo
centrofolicular, LCPDGCB-TP: linfoma cutaneo primario difuso de grande célula B tipo perna, SOE: sem outra
especificagdo.

Resultados finais de clonalidade B em relacio aos casos compativeis com linfomas cutineos pelo critério
de HP+IHQ) dos pacientes estudados com PLPCB pelo protocolo de investigacdo diagndstica

Resultados de clonalidade B M CF LCPDGCB- SOE Total
(pesquisa dos rearranjos génicos  (N=4) (N=13) TP (N=3) (N=2) (N=22)

de cadeias pesada e leves da n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
imunoglobulina)

Auséncia de resultado monoclonal - 1 (4,5%) - - 1 (4,5%)
Indeterminado 1 (4,5%) 1 (4,5%) - - 2 (9,1%)
Resultado monoclonal 3(13,6%) 11 (50,0%) 3 (13,6%) 2 (9,2%) 19(86,4%)
Total 4 (18,1%) 13 (59,1%) 3 (13,6%) 2(9,2%) 22(100,0%)

HP: histopatolégico, IHQ: imunohistoquimico, PLPCB: processos linfoproliferativos cutdneos B, ZM: linfoma
cutaneo primario de células B tipo zona marginal, CF: linfoma cutaneo primario de células B tipo
centrofolicular, LCPDGCB-TP: linfoma cutaneo primario difuso de grande célula B tipo perna, SOE: sem outra
especificagdo.
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Resultados descritivos dos resultados de clonalidade B em relaciio aos subtipos histolégicos indolentes
pelo_critério de HP+IHQ dos pacientes estudados com PLPCB pelo protocolo de investigacdo diagnostica

Resultados de clonalidade B M CF Total
(pesquisa dos rearranjos génicos de cadeias pesadae (N=4) (N=13) (N=17)
leves da imunoglobulina) n (%) n (%) n (%)
Cadeia pesada 1(5,9%) 3 (17,7%) 4 (23,6%)
Cadeia leve - 3 (17,7%) 3 (17,7%)
Cadeia leve lambda - - -

Cadeias leve kappa e pesada 2 (11,8%) 4 (23,6%) 6 (35,3%)
Cadeias leve lambda e pesada - - -

Cadeias leves kappa e lambda - 1(5,9%) 1(5,9%)
Cadeias pesada e leves (kappa e lambda) - - -
Auséncia de resultado monoclonal - 1(5,8%) 1(5,9%)
Indeterminado 1 (5,9%) 1(5,8%) 2 (11,8%)
Total 4(23,6%) 13(76,4%) 17(100%)

HP: histopatolégico, IHQ: imuno-histoquimico, PLPCB: processos linfoproliferativos cutdneos B, ZM: linfoma
cutaneo primario de células B tipo zona marginal, CF: linfoma cutaneo primario de células B tipo
centrofolicular, LCPDGCB-TP: linfoma cutaneo primario difuso de grande célula B tipo perna, SOE: sem outra
especificagdo.

Resultados finais dos resultados de clonalidade B em relaciio aos subtipos histolégicos indolentes pelo
critério de HP+IHQ dos pacientes estudados com PLPCB pelo protocolo de investigacio diagndstica

Resultados  Casos Casos com Casos com Casos com Indeter- Auséncia
de (n) resultado resultado resultado minado de
clonalida- monoclonal monoclonal monoclonal pela andlise  resultado
de B pela analise pela analise pela analise associada monoclonal
isolada do isolada do associada dos dos pela analise
rearranjo rearranjo génico rearranjos rearranjos associada
génico de de cadeias leves génicos de génicos de dos
cadeia pesada delg cadeias pesada  cadeias rearranjos
delg n (%) e leves pesada e génicos de
n (%) n (%) leves cadeias
n (%) pesada e
leves
n (%)
M 4 3 (75%) 2 (50%) 3 (75%) 1 (25%) -
CF 13 7 (53,9%) 8(61,5%) 11(84,6%) 1(4,5%) 1 (7,7%)
Total 17 10 (58,9%) 10 (58,9%) 14 (82,3%) 2 (20,6%) 1 (5,9%)

HP: histopatolégico, IHQ: imunohistoquimico, PLPCB: processos linfoproliferativos cutaneos B, ZM: linfoma
cutaneo primario de células B tipo zona marginal, CF: linfoma cutaneo primario de células B tipo
centrofolicular, Ig: imunoglobulina.
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Resultados finais de clonalidade B em relagcdo aos casos compativeis com linfomas cutineos pelo critério
de HP+IHQ dos pacientes estudados com PLPCB pelo protocolo de investiga¢iio diagndstica

Resultados de Casos Casos com Casos com Casos com Indeter- Auséncia de
clonalidade B (n) resultado resultado resultado minado resultado
monoclonal monoclonal monoclonal pela monoclonal
pela analise pela analise pela analise analise pela analise
isolada do isolada do associada dos associada associada dos
rearranjo génico rearranjo rearranjos dos rearranjos
de cadeia pesada  génico de génicos de rearranjos  génicos de
de Ig cadeias leves de cadeias pesada  génicos de cadeias pesada
n (%) Ig e leves cadeias e leves
n (%) n (%) pesada e n (%)
leves
n (%)
M 4 3 (75%) 2 (50%) 3 (75%) 1 (25%) -
CF 13 7 (53,9%) 8(61,5%) 11(84,6%) 1.(7,7%) 1 (7,7%)
LCPDGCB-TP 3 1(33,3%) 2 (66,6%) 3 (100,0%) - -
SOE 2 2 (100,0%) 1 (50,0%) 2 (100,0%) - -
Linfomas 22 13 (59,1%) 13 (59,1%) 19 (86,3%) 2(9,1%) 1 (4,5%)
cutaneos

HP: histopatolégico, IHQ: imunohistoquimico, PLPCB: processos linfoproliferativos cutaneos B, ZM: linfoma
cutaneo primario de células B tipo zona marginal, CF: linfoma cutaneo primario de células B tipo
centrofolicular, LCPDGCB-TP: linfoma cutaneo primario difuso de grande célula B tipo perna, SOE: sem outra
especificagdo.

Resultados finais de clonalidade B em relaciao aos resultados pelo critério de HP+IHQ dos 35 pacientes
estudados com PLPCB pelo protocolo de investigacio diagnéstica

Resultados de Casos  Casos com Casos com Casos com Indeter- Auséncia de  Resultado

clonalidade B (n) resultado resultado resultado minado resultado niao
monoclonal monoclonal monoclonal pela andlise monoclonal avalidvel
pela andlise  pela andlise  pela andlise  associada pela andlise  pela analise
isolada do isolada do associada dos associada associada
rearranjo rearranjo dos rearranjos  dos dos
génico de génico de rearranjos génicos de rearranjos rearranjos
cadeia cadeias leves  génicos de cadeias génicos de génicos de
pesadadelg delg cadeias pesada e cadeias cadeias
n (%) n (%) pesada e leves pesada e pesada e

leves n (%) leves leves
n (%) n (%) n (%)

M 4 3 (75%) 2 (50%) 3 (75%) 1 (25%) - -

CF 13 7 (53.9%) 8(61,5%) 11(84,6%) 1 (7,7%) 1 (7,7%) -

LCPDGCB-TP 3 1 (33,3%) 2 (66,6%) 3 (100,0%) - - -

SOE 2 2 (50,0%) 1 (50,0%) 2 (100,0%) - - -

Indeterminado 8 5 (62,5%) 4 (50,0%) 6 (75,0%) 1 (12,5%) 1(12,5%) -

Nao compativel 5 2 (40,0%) 1(20,0%) 2 (40,0%) 1 (20,0%) 1 (20,0%) 1 (20,0%)

com linfoma

cutdneo

Total 35 20 (57,1%) 18 (51,4%) 27 (77,1%) 4 (11,4%) 3 (8,6%) 1 (2,9%)

HP: histopatolégico, IHQ: imunohistoquimico, PLPCB: processos linfoproliferativos cutaneos B, ZM: linfoma
cutaneo primario de células B tipo zona marginal, CF: linfoma cutdneo primario de células B tipo
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centrofolicular, LCPDGCB-TP: linfoma cutineo primario difuso de grande célula B tipo perna, SOE: sem outra
especificagdo
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Frequéncia dos resultados monoclonais pela analise dos diferentes alvos do rearranjo génico da cadeia
pesada da imunoglobulina do proposto estudo de PLPCB

Resultados monoclonais da pesquisa de clonalidade pela analise do rearranjo génico  Total

da cadeia pesada da imunoglobulina (N=20)

n (fyo)
Cadeia pesada - Tubo A (FR1-VHJH) 12/20 (60,0)
Cadeia pesada - Tubo B (FR2-VHJH) 11/20 (55,0)
Cadeia pesada - Tubo C (FR3-VHJH) 11/20 (55,0)

PLPCB: processos linfoproliferativos cutdneos de células B.

Frequéncia dos resultados monoclonais pela analise dos diferentes alvos dos rearranjos génicos das
cadeias leves da_imunoglobulina do proposto estudo de PLPCB

Resultados monoclonais da pesquisa de clonalidade pela analise dos rearranjos Total
génicos das cadeias leves da imunoglobulina (N=18)

n (fyo)
Cadeia kappa - tubo A (VK-JK) 11/18 (61,1)
Cadeia kappa - tubo B (VK-Kde + intron-Kde) 13/18 (72,2)
Cadeia lambda - tubo A (VA-J)) 2/18 (11,1)

PLPCB: processos linfoproliferativos cutdneos de células B.

Resultados finais de clonalidade B pela analise do rearranjo génico da cadeia pesada da imunoglobulina
em relaciio aos casos compativeis com linfomas cutianeos pelo critério de HP+IHQ dos pacientes
estudados com PLPCB pelo protocolo de investigacio diagndstica

Resultados da pesquisa do rearranjo génico da Tubo A Tubo B Tubo C
cadeia pesada da imunoglobulina (FR1-VHJH) (FR2-VHJH) (FR3-VHJH)
n (%) n (%) n (%)
Resultado monoclonal 7 (31,8) 7 (31,8) 8 (36,4)
Resultado policlonal 7(31,8) 6 (27,2) 11 (50)
Auséncia de amplificacdo 8 (36,4) 8 (36,4) 3 (13,6)
Resultado inconclusivo 0 (0,0) 1 (4,6) 0(0,0)
Total 22 (100,0) 22 (100,0) 22 (100,0)

PLPCB: processos linfoproliferativos cutdneos de células B.

Resultados finais de clonalidade B pela analise do rearranjo génico das cadeias leves da imunoglobulina
em relaciio aos casos compativeis com linfomas cutianeos pelo critério de HP+IHQ dos pacientes
estudados com PLPCB pelo protocolo de investigacio diagnostica

Resultados da pesquisa dos rearranjos génicos Tubo A Tubo B Tubo A
das cadeias leves da imunoglobulina (VK-JK) (VK-Kde + intron- (VA-J»)
Kde)

Resultado monoclonal 10 (45,4) 9 (40,9) 2(9,1)
Resultado policlonal 11(50,0) 522,7) 13(59,1)
Auséncia de amplificacdo 0 (0,0) 7 (31,8) 7 (31,8)
Resultado inconclusivo 1 (4,6) 1 (4,6) 0(0,0)
Total 22 (100,0) 22 (100,0) 22 (100,0)

PLPCB: processos linfoproliferativos cutdneos de células B.
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Resultados da pesquisa de clonalidade pela analise dos diferentes alvos do rearranjo génico da cadeia
pesada da imunoglobulina do protocolo de investigacio diagnodstica proposto para o estudo dos 35
pacientes de PLPCB

Resultados da pesquisa do rearranjo Tubo A Tubo B Tubo C
génico da cadeia pesada da imunoglobulina (FR1-VHJH) (FR2-VHJH) (FR3-VHJH)
Resultado monoclonal 12 (34,3) 11(31,4) 11(31,4)
Resultado policlonal 10 (28,5) 12(34,3) 20 (57,1)
Auséncia de amplificacdo 12 (34,3) 9 (25,7) 3 (8,6)
Resultado inconclusivo 0(0,0) 2(5,7) 0(0,0)
Resultado nao avaliavel 1(2,9) 1(2,9) 1(2,9)

Total 35 (100) 35 (100) 35(100)

PLPCB: processos linfoproliferativos cutdneos de células B.

Resultados da pesquisa de clonalidade pela analise dos diferentes alvos dos rearranjos génicos das cadeias
leves da imunoglobulina do protocolo de investigacio diagnostica proposto para o estudo dos 35 pacientes
de PLPCB

Resultados da pesquisa dos rearranjos génicos Tubo A Tubo B Tubo A
das cadeias leves da imunoglobulina (VK-JK) (VK-Kde + intron-Kde) (VA-J))
Resultado monoclonal 11(32,4) 13(37,1) 2 (5,7)
Resultado policlonal 21(60,0) 8(22,9) 23 (65,7)
Auséncia de amplificacdo 0 (0,0) 11 (31,4) 9 (25,7)
Resultado inconclusivo 2(5,7) 2(5,7) 0(0,0)
Resultado nao avaliavel 1(2,9) 1(2,9) 1(2,9)
Total 35 (100) 35 (100) 35 (100)

PLPCB: processos linfoproliferativos cutdneos de células B.

Resultados monoclonais da pesquisa de clonalidade pela analise dos rearranjos génicos das cadeias
pesada e leves da imunoglobulina do protocolo de investigacido diagndstica proposto para o estudo de
PLPCB

Resultados monoclonais da pesquisa de clonalidade pela andlise dos rearranjos génicos Total

das cadeias pesada e leves da imunoglobulina (N=27)

n (%)
Apenas cadeia pesada 9/27 (33,3)
Apenas cadeias leves 7/27 (25,9)
Associacdo de cadeia pesada e leves 11/27 (40,8)

PLPCB: processos linfoproliferativos cutdneos de células B.
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APENDICE Q - Resultados das escalas de pontuacdes dos critérios avaliados no
protocolo de investigacido diagnodstica dos pacientes estudados de processos
linfoproliferativos cutineos B

Caso CE HP+IHQ Pesquisa de rearranjo Pontuacgao final
génico de imunoglobulina
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34 8 2 2 12

CE: critério clinico-evolutivo, HP: Histopatologico, IHQ: imuno-histoquimico, NA: ndo avaliavel, NR: ndo
realizado.
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APENDICE R - Resultados analiticos da contribuicio dos resultados da pesquisa do
rearranjo génico da imunoglobulina em relacio aos resultados da associacio dos
critérios clinico-evolutivos e histopatolégicos associado a imuno-histoquimicos dos 35
pacientes avaliados na conclusiao final do protocolo de investigacao diagnostica

Caso CE HP  Pesquisa de

Contribuicio diagnostica da pesquisa do rearranjo génico da

+IHQ rearranjo imunoglobulina na conclusio diagnéstica final pelo protocolo de
génico de investigacao diagnostica

Ig
1 6 2 2 corroborou o diagndstico de linfoma cutaneo
2 3 2 2 corroborou o diagndstico de linfoma cutdneo
3 3 0 2 favoreceu o diagnoéstico de linfoma cutaneo
4 5 2 2 corroborou o diagndstico de linfoma cutaneo
5 0 0 1 discordou do diagnostico de linfoma cutaneo entre os critérios
6 6 2 2 corroborou o diagndstico de linfoma cutdneo
7 11 2 2 corroborou o diagndstico de linfoma cutaneo
8 0 2 1 discordou do diagndstico de linfoma cutaneo entre os critérios
9 6 2 2 corroborou o diagnostico de linfoma cutaneo
10 2 1 2 possibilitou o diagndstico de linfoma cutdneo
1 10 2 2 corroborou o diagndstico de linfoma cutaneo
12 NA 2 2 favoreceu o diagnostico de linfoma cutaneo
13 6 2 0 discordou do diagnostico de linfoma cutaneo entre os critérios
14 10 2 2 corroborou o diagnodstico de linfoma cutdneo
15 8 2 2 corroborou o diagnostico de linfoma cutaneo
16 8 2 2 corroborou o diagnéstico de linfoma cutdneo
17 1 1 0 discordou do diagndstico de linfoma cutaneo entre os critérios
18 0 2 2 favoreceu o diagnostico de linfoma cutineo
19 5 2 1 discordou do diagnostico de linfoma cutaneo entre os critérios
20 3 1 2 favoreceu o diagnostico de linfoma cutineo
21 3 2 2 corroborou o diagndstico de linfoma cutaneo
22 3 1 2 favoreceu o diagnostico de linfoma cutaneo
23 1 1 1 ndo determinou o diagndstico final
24 5 1 2 favoreceu o diagnostico de linfoma cutineo
25 3 1 2 favoreceu o diagnostico de linfoma cutaneo
26 4 0 0 discordou do diagnoéstico de linfoma cutaneo entre os critérios
27 2 2 2 favoreceu o diagnoéstico de linfoma cutaneo
28 3 2 2 corroborou o diagndstico de linfoma cutaneo
29 0 2 2 favoreceu o diagnostico de linfoma cutaneo
30 3 2 2 corroborou o diagnéstico de linfoma cutdneo
31 6 0 2 favoreceu o diagnoéstico de linfoma cutaneo
32 0 0 NA NA
33 5 1 2 favoreceu o diagnostico de linfoma cutaneo
34 8 2 2 corroborou o diagndstico de linfoma cutaneo
35 3 2 2 corroborou o diagndstico de linfoma cutaneo

CE:clinico-evolutivo, HP+IHQ: histopatolégico associado a imunohistoquimico, NA: ndo avaliavel.
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APENDICE S - Resultados dos critérios do protocolo de investigacio diagnéstica

e Achados do protocolo de investigacao diagnéstica referente ao caso 26

310-360
l IgH -A
\ 250-295
H
IgH - B
IPE— — ml g a
100-170
IgH-C
120-160
190-210
260-300
IgK -A
210-250
270-300
350-390 IgKk -B
140-165
IgL
4
.

A, paciente do sexo feminino com multiplas papulas monomorficas localizadas na face e tronco
superior em padrao simétrico (caso 26). B, infiltrado linfocitico intradérmico bem delimitado com
crescimento nodular e expansivo (H&E, X 20). C, células com imunomarcagdo de CD20 (X 20). D,
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células com imunomarcag¢do de CD3 (X 20). E, resultado policlonal de biologia molecular pela
pesquisa do rearranjo génico da imunoglobulina.

e Achados histopatologicos e imunohistoquimicos do caso 26

CD21 E

\

.BCL6

w B

A, redes de células foliculares dendriticas residuais em marcacdo de CD21 (seta preta, X100). B,
imunomarcagdo de KI 67 com alto indice proliferativo em centros germinativos (X 20). C, auséncia de
imunomarcacdo de BCL2 em centros germinativos (X 100). D, imunomarcacdo de BCL6 em centros
germinativos (X 100).
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Achados do protocolo de investigacao diagndstica referente ao caso 29

RES

A, paciente do sexo feminino com placa eritematosa em brago esquerdo. B, infiltrado linfocitico
moderado com padrdo de distribuicdo difuso com areas nodulares e intersticiais com dissec¢ao de
colageno (H&E, X 20). C, células com imunomarcagdo de CD20 com esbogo nodular (X 20).



Achados imunohistoquimicos do caso 29

CD10

s e cD23
‘ .t
N o ¢
}
(3 ‘:(: J
( }'"’
?:-. v
PO o
)’.'. r_.}.y
5 ;
BCL2

Ty

e
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165

A, células com imunomarca¢do de CD3 em regides interfoliculares, X 20. B, imunomarcagdo de
CD23, X 20. C, imunomarcac¢do de CD10, X 20. D, auséncia de imunomarcacdo de BCL2 em centros

germinativos (esquerda). E, imunomarcagdo importante de BCL6 em centros germinativos, X 20.



e Achados imunohistoquimicos do caso 29

3

A, redes de células foliculares dendriticas residuais com imunomarcagdo de CD21 (X 100). B,
imunomarcacdo de KI 67 com marcagéo de 26 a 50% em células de interesse (X 100). C,
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imunomarcagao de CD23 principalmente em células dendriticas de centros germinativos (X 400). D,

imunomarcagdo de BCL6 em centros germinativos (X 100).

e Achados de biologia molecular pela pesquisa do rearranjo génico da

imunoglobulina do caso 29

310-360
i
,ll} I‘ hhl

276
bk A . " A

100-170

140-165

| ,, }ﬂ o “,’l '

1

IgH
Tubo A

IgH
Tubo B

IgH
Tubo C

IgK
Tubo A

IgK
Tubo B

IgL

Pesquisa de rearranjo génico de imunoglobulina por PCR realizada em amostra de pele congelada

proveniente de biopsia cutinea do caso 29. Resultado monoclonal de cadeia pesada e leve (kappa)
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—

Achados do protocolo de investigacao diagndstica referente ao caso 30

2-CD20 M "3-cD3 % 4-KI67

A, paciente do sexo feminino com noédulo eritematoso em face. B, placas eritematosas em dorso
superior. C, 1, infiltrado linfocitico denso com padrao difuso e nodular (H&E, X 20), C- 2, células
com imunomarcagdo de CD20 principalmente em células grandes (X 20). C- 3, células com
imunomarcagdo de CD3 principalmente de células pequenas com esbogo nodular (X 20). C- 4, células
com imunomarcacao de K167 de 26 a 50% em c¢lulas de interesse (X 20).

e Achados histopatologicos e imunohistoquimicos do caso 30
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A, presenga de zona de Grenz (H&E, X 100). B, infiltrado nodular profundo com dissec¢do de
colageno, (H&E, X 100). C, infiltrado com células pequenas e grandes atipicas, (H&E, X 400). D,
foliculos na profundidade que infiltram hipoderme, (H&E, X 100). E, foliculos na profundidade que
infiltram hipoderme com imunomarcag@o de CD21, (X 100). F, imunomarca¢do de CD21 em redes de
células foliculares dendriticas (X 400). G, foliculos na profundidade com imunomarcacdo de CD10,
(X 100).H, células do centro germinativo com imunomarcag¢do (51 a 75%) de CD10, (X 400).
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e Achados histopatolégicos e imunohistoquimicos do caso 30

A, imunomarca¢do de BCL2 , (X 100). B, A, auséncia de imunomarcagdo de BCL2 m centros
germinativos, (X 100). C - imunomarcacdo de BCL6 , (X 100). D, imunomarcagdo de BCL6 de 51 a
75% em centros germinativos (X 100).

e Achados de biologia molecular pela pesquisa do rearranjo génico da
imunoglobulina do caso 30

Amostra fixada em formol e incluida em parafina Amostra congelada

- ] } 310-360

] 310-360 ] IgH

J ] '1 W‘ Tubo A
L 1k 1 71, R ...ﬂl’m!ﬂ!m

- 250-295 -

z 1 ’ IgH

= 1 l 250-295 Tubo B
E L L J " 7 — ,jm\_ I

Bl E

- 100-170 ] , 100-170 !?Hboc
i ul

E L__le&'u‘ L t‘ i
= 290 ] [ 200 IgK
= - | ‘ Tubo A
Al ) s .\ WSSO | S o | —

: J‘ 282 | 275 J 282 'Tgl'fbo 5
-l J ,L P

: 158 - 158 oL

:‘ ;. A .J,

Pesquisa de rearranjo génico de imunoglobulina por PCR realizada em amostra fixada em formol e
incluida em parafina (esquerda) e amostra congelada (direita) provenientes de biopsia cutanea do caso
30. Resultado monoclonal de cadeia leves kappa e lambda.
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e Achados do protocolo de investigacao diagnéstica referente ao caso 35

A, paciente do sexo masculino com nddulos e papulas eritematosas em tronco (setas pretas).
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e Achados de biologia molecular pela pesquisa do rearranjo génico da
imunog_lobu_'lina do caso 35

— - — — — —
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gt PO 1 R N P | % " ——
N‘ﬂ‘ 140-165 oL

_ L.. 4 ,Ll L L A ‘ )

A, resultado monoclonal de cadeia pesada pela pesquisa do rearranjo génico da imunoglobulina.

e Achados histopatologicos e imunohistoquimicos do caso 35
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A, infiltrado linfocitico intenso com padrio intersticial e nodular (H&E, X 20). B, imunomarcaggo de
CD20 principalmente em regido de foliculos (X 20). C, imunomarcacdo de CD3 em regido
interfolicular (X 20). D, células com imunomarcagdo de KI67 em 26 a 50% das células de interesse (X
20).

e Achados histopatologicos e imunohistoquimicos do caso 35

A, infiltrado celular nodular profundo, (H&E, X 100). B, centros germinativos residuais com
imunomarcagdo de CD10, (X 100). C, imunomarcagdo de CD23 em linfécitos da zona do manto (X
100). D, imunomarcagdo de CD21 em células foliculares dendriticas, (X 100). E, imunomarcagao de
BCL2 em centros germinativos (X 100). F, imunomarcagdo de BCL6 em centros germinativos, (X
100).



APENDICE T - Eletroferogramas referentes aos resultados da pesquisa de rearranjo

génico da imunoglobulina
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Caso 5
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Caso 8
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Caso 9
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Caso 11
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Caso 13 — material proveniente de bloco parafinado e fixado em formol
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Caso 13 — material proveniente de pele congelada
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Caso 19
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Caso 28 - material proveniente de bloco parafinado e fixado em formol
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Caso 28 - material proveniente de pele congelada
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Caso 30 - material proveniente de

bloco parafinado e fixado em formol
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Caso 30 — amostra 1 - material proveniente de pele congelada
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Caso 30 — amostra 2 - material proveniente de pele congelada
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Controle monoclonal
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Controle policlonal
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APENDICE U - Eletroferogramas referentes aos resultados da pesquisa de clonalidade
T (TCRy)
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Caso 5 - material proveniente de bloco parafinado e fixado em formol
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Caso 13 - material proveniente de bloco parafinado e fixado em formol
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Caso 14 - material proveniente de bloco parafinado e fixado em formol
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Caso 19 - material proveniente de bloco parafinado e fixado em formol
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Caso 21 - material proveniente de bloco parafinado e fixado em formol
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Caso 21 - material proveniente de pele congelada
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Caso 22 - material proveniente de bloco parafinado e fixado em formol
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Caso 24 - material proveniente de bloco parafinado e fixado em formol
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Caso 28 - material proveniente de bloco parafinado e fixado em formol
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Caso 29 - material proveniente de bloco parafinado e fixado em formol
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Caso 30 - material proveniente de bloco parafinado e fixado em formol
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Caso 33 - material proveniente de bloco parafinado e fixado em formol
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Controle monoclonal
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ANEXOS
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ANEXO A - Tabela original de interpretacao de PCR multiplex de analise do rearranjo

de imunoglobulina

Recommended Positive Controls

Master Mix Target Color | Control DNA Catalog # [ Product Size in Basepairs
IGH Tube A FRI-JH Blue Valid Size Range - 310-360
IVS-0030 Clonal Control DNA 4-088-1750 | 280", 326
IGH Tube B FR2-JH Blue Valid Size Range -- 250-295
1VS-0030 Clonal Control DNA 4-088-1750 | 260
IGH Tube C FR3-JH Green | Valid Size Range - 100-170
IVS-0019 Clonal Control DNA 4-088-1090 | 145
IGK Tube A Vk-Ik Blue Valid Size Range - 120-160, 190-210, 260-300
1VS-0007 Clonal Control DNA 4-088-0370 | 143
IGK Tube B Vk-Kde + | Blue Valid Size Range - 210-250, 270-300, 350-390
intron-Kde 1VS-0007 Clonal Control DNA 4-088-0370 | 274, 282
Specimen Control | Multiple Blue Valid Size Range - 84, 96, 200, 300, 400, 600>
Size Ladder Genes 1VS-0000 Polyclonal Control DNA 4-092-0010 | 84, 96, 200, 300, 400, 600
Note: The amplicon sizes listed above were determined using an ABI 3100 platform. Amplicon sizes seen on your specific CE instrument may

differ 1-4bp from those listed above depending on the platform of detection (ABI) and the version of the analysis software used. Once
identified, the amplicon size as determined on your specific platform will be consistent from run to run. This reproducibility is extremely
useful when tracking MRD.

Note': A 280bp band may also be present and is a known amplicon that lies just outside the valid size range for /GH Tube A.

Note?:  Because smaller PCR fragments are preferentially amplified, it is not unusual for the 600bp fragment to have a diminished signal or to be
missing entirely.

FONTE: Invivoscribe Instructions for Use IgH + IgK B-Cell Clonality Assay, 2016.

Recommended Positive Controls

Master Mix Target Color [ Control DNA Catalog # Product Size in Basepairs
IGL Tube Vi-Jh Blue Valid Size Range - 135-170
1VS-0010 Clonal Control DNA 4-088-0550 139
Specimen Control | Multiple Blue Valid Size Range - 84, 96, 200, 300, 400, 600
Size Ladder Genes IVS-0000 Polyclonal Control DNA 4-092-0010 84, 96, 200, 300, 400, 600
Note: The amplicon sizes listed above were determined using an ABI 3100 platform. Amplicon sizes seen on your specific CE instrument may

differ 1-4bp from those listed above depending on the platform of detection (ABI) and the version of the analysis software used. Once
identified, the amplicon size as determined on your specific platform will be consistent from run to run. This reproducibility is extremely
useful when tracking MRD.

FONTE: Invivoscribe Instructions for Use IgL. Gene Clonality Assay, 2015.



