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grandes células B, EBV positivo. A) H&E mostrando predominio de células
grandes em meio a fundo polimorfico, fibrose e areas de necrose. B) Positividade
para EBV na maior parte das células pelo métodode HIS. ....................ooeneeil. 54
Imagem 7 — Caso 135 — Linfonodo cervical. Exemplo de Linfoma B de alto grau
com rearranjo do MYC e do BCL2. A) H&E mostrando neoplasia composta por
células intermediarias a grandes. B) Nucleo em intérfase apresentando rearranjo
IGH/BCL2 demonstrado por meio de sonda do tipo dual fusion para os dois
genes, na qual o sinal vermelho corresponde ao gene BCL2 e o sinal verde
corresponde ao gene IGH. Os sinais verde e vermelho separados indicam os
alelos normais, enquanto o par de sinais verde e vermelho juntos indicam os
alelos rearranjados. C) Nucleo em intérfase apresentando rearranjo do gene
cMYC por meio de sonda break apart, na qual um sinal de fusao representa o
alelo normal e os sinais verde e vermelho separados representam o alelo
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Imagem 8 — Caso 468 — Linfonodo cervical. Exemplo de BA inconclusiva,
suspeita para linfoma de Hodgkin classico. A) H&E em menor aumento
mostrando fragmentos de linfonodo com densa fibrose, por vezes delimitando
nédulos. B) H&E maior aumento mostrando fibrose e fundo inflamatério misto,
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Imagem 9 — Caso 459 — Linfonodo inguinal. Linfoma/ leucemia de células T do
adulto (ATLL) + linfoma linfocitico/ LLC. A) H&E mostrando o componente
agressivo (ATLL). B) H&E mostrando componente de baixo grau (LLC) a

esquerda e componente agressivo (ATLL) a direita. C) CD3, D) CD25, E) FOXP3



positivos no componente de ATLL. F) CD20, G) CD23 e H) CD5 positivos no
componente de LLC. ... 69
Imagem 10 — Caso 167 — Linfonodo retroperitoneal - Linfoma linfocitico/ LLC
acelerada. A) H&E mostrando proliferagao linfoide com aumento do contingente
de células grandes. B) CD20, C) CD23, D) CD5 positivos nas células
neoplasicas. E.1) KI67 em menor aumento mostrando a distribuicdo e expansao
dos centros de proliferagdo. E.2) KI67 em maior aumento em um centro de
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Imagem 11 — Caso 46 — Linfonodo abdominal. Linfoma linfocitico com extensa
reagcao granulomatosa associada. A) H&E mostrando reagdo granulomatosa
mascarando proliferagao de pequenos linfécitos. B) CD20 positivo nos linfocitos
pequenos, assim como 0 CD23 (C) € 0 CD5 (D). .eevvvevvvviiiieiiiiiiieiiee 74
Imagem 12 — Caso 322 — Linfonodo inguinal. Linfoma difuso de grandes células
B, subgrupo imuno-histoquimico ndo centro germinativo com baixa captagao no
PET-CT. A) H&E mostrando proliferagdo de células grandes. B) CD20, C) KI67
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Imagem 13 — Caso 482 — Linfonodo inguinal - Linfoma de células T periféricas

SOE. A) H&E. Expressao de B) CD3 e D) CD4. Perda de expressao de C) CD7.

Imagem 14 — Caso 112 — Linfonodo cervical - Linfoma folicular grau 1 com
captacédo ao PET CT mais alta do que o esperado (SUV = 10,1). A) H&E menor
aumento, mostrando a arquitetura nodular. B) H&E maior aumento, destacando
nddulo composto predominantemente por linfécitos pequenos. ..........ccccee...... 78
Imagem 15 — Caso 405 — Linfonodo cervical. Linfoma folicular grau 3A com baixa

captacédo ao PET CT (SUV = 2,7). A) H&E menor aumento mostrando arquitetura



nodular. B) H&E maior aumento destacando ndédulo com numerosas células
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RESUMO

Goncgalves MC. A biépsia por agulha grossa no diagndstico em hematopatologia:
um estudo sobre a capacidade diagnéstica e o papel da abordagem
multidisciplinar e dos exames complementares na otimizagdo dos resultados

[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2022.

INTRODUGAO: A bidpsia cirtrgica (BC) é considerada o método ideal para
obtencdo de material para o diagndstico de linfomas, no entanto, técnicas
percutaneas menos invasivas tém ganhado espaco, destacando-se a bidpsia por
agulha grossa (BA). O objetivo do presente estudo foi comparar a capacidade
diagnostica de BCs e BAs, bem como avaliar a aplicabilidade dos critérios da
OMS 2017 no diagndstico de proliferagdes linfoides benignas e malignas em
BAs. CASUISTICA E METODOS: Foram selecionados casos de proliferagées
linfoides, com material de bidpsia disponivel no Laboratério de Patologia do
Hospital Sirio-Libanés no periodo de outubro de 2013 a agosto de 2017. Os
casos foram divididos em grupos de BC e BA e a capacidade diagnéstica dos
dois métodos foi medida, levando-se em consideracdo o percentual de
diagnosticos definitivos obtidos. Foi analisado o impacto de fatores como
caracteristicas inerentes a diferentes subgrupos de doencgas, obtengéo de dados
clinicos, avaliacdo da adequabilidade da amostra por patologista durante o
procedimento, numero e tamanho de fragmentos, calibre da agulha, bem como
realizacédo de imuno-histoquimica (IHQ), imunofenotipagem por citometria de
fluxo (IFT CMF) e demais exames complementares. RESULTADOS: Amostras
de 476 pacientes foram analisadas, sendo 218 BAs e 258 BCs. A capacidade
diagnostica das BCs foi de 97,3% e das BAs, 91,3% (P=0,010). Em relagédo a
contribuigao relativa dos outros fatores analisados, informagdes clinicas foram
imprescindiveis para o diagnostico em 20,6% das BAs, em comparagao com
7,4% das BCs (P>0,001), IHQ em 96,3% das BAs em comparac¢ao com 91,5%
das BCs (P=0,020), IFT CMF em 12% das BAs em comparag¢ao com 6,8% das
BCs (P=0,165) e demais exames em 8,9% das BAs em comparagao com 17,3%

das BCs (P=0,140). Maior porcentagem de BAs néao satisfatérias foi observada



em casos de linfoma de células T (10%), seguido pelo linfoma de Hodgkin
classico (9,4%). Maior discordancia com dados clinicos foi observada na
graduagdo dos linfomas foliculares em amostras de BA (23,1%). Maior
porcentagem de amostras insatisfatdrias e de resultados discordantes na IFT
CMF foi encontrada no Linfoma de Hodgkin classico (48,5% de discordancia) e
predominancia linfocitica nodular (100% de discordancia). Fatores que nao
influenciaram diretamente no desempenho diagndstico neste estudo foram a
avaliagao do material por patologista durante o procedimento, nimero e tamanho
dos fragmentos e calibre da agulha. CONCLUSAO: A BA demonstrou ser Util no
diagndstico de proliferagdes linfoides nesta instituicdo, sendo possivel aplicar os
critérios da OMS 2017. O seu desempenho dependeu de maior integragao entre
dados clinicos e exames complementares. Em especial, a IFT CMF mostrou-se
util neste contexto. A principal limitacédo da BA esteve relacionada ao diagndstico
de algumas entidades como os linfomas de células T e os linfomas de Hodgkin

classico.

Descritores: Bidpsia por agulha grossa; Linfoma; Hematopatologia;

Diagnéstico; Abordagem multidisciplinar; Imunofenotipagem.



ABSTRACT

Gongalves MC. Core needle biopsy in hematopathology diagnosis: a study on
the diagnostic capacity and the role of the multidisciplinary approach and
complementary exams in the optimization of results [thesis]. Sdo Paulo:

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2022.

INTRODUCTION: Surgical biopsy (SEB) is considered to be the ideal method to
obtain material for lymphoma diagnosis, however, less invasive percutaneous
techniques have been gaining space, especially core needle biopsy (CNB). The
aim of the present study was to compare the diagnostic yield of SEB and CNB,
as well as to assess the applicability of the 2017 WHO criteria in the diagnosis of
benign and malignant lymphoid proliferations in CNB. CASUISTRY AND
METHODS: Cases of lymphoid proliferation with available material at the
Pathology Laboratory of Hospital Sirio-Libanés were selected from October 2013
to August 2017. The cases were divided into SEB and CNB groups and the
diagnostic yield of the two methods was measured, taking into account the
percentage of definitive diagnoses obtained. We analyzed the impact of factors
such as inherent characteristics of different subgroups of diseases, obtainment
of clinical data, evaluation of the suitability of the sample by a pathologist during
the procedure, number and size of fragments, needle gauge, as well as
performing immunohistochemistry (IHC), flow cytometry immunophenotyping
(FC) and other complementary tests. RESULTS: Samples from 476 patients
were analyzed, 218 CNB and 258 SEB. The diagnostic yield of SEB was 97,3%
and of CNB, 91,3% (P=0,010). Regarding the relative contribution of the other
factors analyzed, clinical information was essential for diagnosis in 20,6% of
CNB, compared to 7,4% of SEB (P<0,001), IHC in 96,3% of CNB compared to
91,5% of SEB (P=0,020), FC in 12% of CNB compared to 6,8% of SEB (P=0,165)
and other exams in 8,9% of CNB compared with 17,3% of SEB (P=0,140). A
higher percentage of non-diagnostic CNB was observed in cases of T-cell
lymphoma (10%), followed by classical Hodgkin's lymphoma (9,4%). Greater
disagreement with clinical data was observed in the grading of follicular

lymphomas in CNB (23,1%). A higher percentage of unsatisfactory samples and



discordant results in FC was found in classical Hodgkin's Lymphoma (48,5%
disagreement) and nodular lymphocytic predominance Hodgkin’s Lymphoma
(100% disagreement). Factors that did not directly influence the diagnostic
performance in this study were the assessment of the material by a pathologist
during the procedure, number and size of fragments and needle gauge.
CONCLUSION: CNB proved to be useful in the diagnosis of lymphoid
proliferations in this institution and it was possible to apply the WHO 2017 criteria.
Its performance depended on greater integration between clinical data and
complementary exams. In particular, FC proved to be useful in this context. The
main limitation of CNB was related to the diagnosis of some entities such as T-

cell lymphomas and classical Hodgkin's lymphomas.

Descriptors: Core needle biopsy; Lymphoma; Hematopathology; Diagnosis;

Multidisciplinary approach; Immunophenotyping.



1 INTRODUGCAO

1.1  Aspectos gerais

Muitas mudancas aconteceram nos ultimos anos no que diz respeito ao
diagnostico anatomopatoldgico das neoplasias hematoldgicas. A grande
revolucdo neste campo ocorreu apos as décadas de 1950 e 1960, com o maior
entendimento sobre os componentes normais do sistema imunolédgico e seu
funcionamento. Em 1974, a classificacdo de Lukes/ Collins(Y) e a classificacéo de
Kiel®, de Lennert e colaboradores foram publicadas e surgiu pela primeira vez
o conceito de se entender os linfomas com base nas células normais do sistema
imunoldgico a que eles se assemelham. Em 1982, apds a publicagao da Working
Formulation® pelo National Cancer Institute, nos Estados Unidos, retrocesso foi
feito neste sentido, sendo adotada por grande parte dos patologistas uma
classificagdo puramente morfolodgica. Finalmente, em 1994, o consenso
estabelecido entre as comunidades cientificas da Europa, Estados Unidos da
América (EUA) e Asia criou uma classificacéo unificada para essas neoplasias.
Neste momento, a classificagdo REAL (Revised European/ American Lymphoma
Classification)®* estabeleceu linguagem Unica e universal, que serviu de alicerce
para classificacdes posteriores, como a Classificacdo dos tumores dos tecidos
hematopoiéticos e linfoides pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) em
20010 e 2008©), esta ultima tendo sido recentemente revista e atualizada em
2017(). Nesta revisdo, algumas doengas tiveram seus critérios diagnosticos
refinados, foram criadas entidades provisodrias, foram estabelecidos com maior
clareza os critérios diagndésticos e o papel das lesdes iniciais no processo de

linfomagénese, bem como foi realizado maior detalhamento do painel genético/



molecular de numerosos linfomas com vistas a terapia-alvo- 8. O sistema de
classificagdo da OMS é robusto, baseado em entidades clinico-patologicas
definidas, no qual o diagndstico das neoplasias se da por meio da integracéo de
aspectos clinicos, morfoldgicos, imunofenotipicos e moleculares(®

Outros fatores que contribuiram de maneira decisiva para os avancos
diagndsticos na area foram: 1) o constante aperfeicoamento dos métodos de
imunomarcagao como a imuno-histoquimica (IHQ) e a imunofenotipagem por
citometria de fluxo (IFT CMF), o que levou a identificagao confiavel de linhagens
celulares especificas; 2) o desenvolvimento de ferramentas moleculares para
diagndstico, como a reagcdo em cadeia de polimerase (PCR) para identificagéo
de clonalidade, a hibridizagao in situ fluorescente (FISH) para identificacdo de
anormalidades cromossémicas especificas, a analise mutacional por técnicas de
amplificagdo e sequenciamento, além do perfil de expressdo génica; 3) a
avaliagao dos espécimes hematoldgicos por especialistas dedicados a area de
hematopatologia; 4) reunidées multidisciplinares levando a maior interagao
clinico-patolégica; 5) uso da tomografia computadorizada com emissao de
pésitrons (PET CT), permitindo identificagdo de lesbes com maior metabolismo
glicolitico e realizagéo de estadiamento adequado('%-12)

1.2 Os exames complementares em hematopatologia

Os exames complementares mais amplamente utilizados na pratica
diagndstica em hematopatologia sdo a imuno-histoquimica (IHQ) e a
imunofenotipagem por citometria de fluxo (IFT CMF). Classicamente, a IHQ tem
sido realizada em fragmentos de tecido e a IFT CMF em amostras de fluidos.
Sao utilizadas com o mesmo objetivo comum: a caracterizagado imunofenotipica

de populacées hematolinfoides, porém, diferengas importantes existem entre



essas duas metodologias. A IFT CMF tem as vantagens de 1) poder ser utilizada
em situagdes nas quais tecido solido ndo esta disponivel (amostras de sangue,
aspirados de medula 6ssea e fluidos); 2) permitir avaliagdo da coexpressao de
multiplos marcadores em uma unica célula; 3) apresentar elevada sensibilidade
(0,01% de sensibilidade de deteccdo); 4) detectar pequenas populagdes
anormais em fundo de células normais e 5) permitir andlise quantitativa. As
principais desvantagens quando comparada a IHQ sao 1) impossibilidade de se
avaliar a arquitetura do tecido; 2) impossibilidade de se correlacionar diretamente
a morfologia com o imunofendtipo; 3) indisponibilidade de marcadores, como
para alguns agentes infecciosos - Citomegalovirus, Toxoplasma, virus Epstein-
Barr (EBV), e etc. e para ciclina-D1 e KI-67 e 4) perda potencial de células
tumorais e antigenos com o passar do tempo, por degradagdo do material. A
escolha da técnica de caracterizacdo imunofenotipica a ser realizada depende
de muitos fatores, entre eles o tipo de doencga do paciente, a finalidade do exame
e o tipo de amostra. No entanto, estes exames podem ser utilizados de forma
complementar em um mesmo paciente e em uma mesma amostra('®). A figura 1

ilustra as principais vantagens e desvantagens da IFT CMF e da IHQ.
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Figura 1 — Comparacgéo entre os diferentes métodos de imunofenotipagem — vantagens e
desvantagens. Cortesia de Zerbini MCN.



Além dos métodos de imunofenotipagem, métodos moleculares tém sido
empregados com frequéncia crescente no diagndstico e avaliagdo de
prognéstico de neoplasias hematoldgicas e compreendem a pesquisa de
clonalidade de linfocitos B e T por PCR, a pesquisa de anormalidades
cromossOmicas e citogenéticas especificas por FISH, a analise mutacional de
genes especificos, por meio de técnicas de amplificagcdo e sequenciamento e a
avaliagao do perfil de expressao génica.

1.2.1 A técnica de imuno-histoquimica (IHQ)

A IHQ tem papel fundamental no diagndstico e definicdo de subtipos de
entidades em hematopatologia, possibilitando a identificagcdo objetiva de
caracteristicas fenotipicas especificas associadas a diferentes proliferacdes
linfoides (permite identificar a célula de origem do linfoma, a producdo de
proteinas oncogénicas e as caracteristicas proliferativas da doenga)(4).

Em teoria, a IHQ é uma técnica simples, que requer trés elementos basicos:
um antigeno celular de interesse, um anticorpo primario contra o antigeno e um
sistema de amplificagdo envolvendo um anticorpo secundario/ detecgcao para
visualizar a localizagdo do complexo antigeno-anticorpo. Na pratica, porém,
existem questdes técnicas mais complexas, que dependem das condi¢cdes do
tecido onde se encontra o antigeno, o tipo, especificidade e afinidade do
anticorpo primario e o sistema de deteccgao utilizado. A interpretacado da reacao
imuno-histoquimica requer conhecimento e controle sobre estes elementos,
assim como patologista experiente para interpretar os resultados('4).

Para que a reagao antigeno-anticorpo ocorra de forma adequada, é crucial
que os epitopos antigénicos mantenham sua conformagao reativa original e,

para isso, € necessario a rapida fixacdo do tecido, normalmente em formalina



tamponada a 10%. A fixagao € essencial para a preservagao da antigenicidade,
no entanto, o processo de fixacdo por si s6 pode causar modificagdo quimica
destes epitopos. Para que os antigenos sejam corretamente identificados apos
a fixacdo, é necessario etapa subsequente de recuperagao antigénica, na qual
as ligagdes e modificagdes estruturais promovidas pela formalina sao revertidas.
Esta recuperagao é feita submetendo-se os tecidos fixados ao calor umido,
aproximadamente 100°C(19),

Existem duas categorias principais de anticorpos utilizados em patologia
diagndstica: monoclonais e policlonais. Anticorpos policlonais sao obtidos
injetando-se preparagdes antigénicas de interesse em animais (coelhos e
cabras) e coletando-se o soro destes animais apds a resposta imunoldgica. O
soro é purificado para eliminar reagbes nao desejadas, porém sempre
compreende espectro de moléculas de anticorpo originadas de multiplos
plasmdcitos diferentes (por isso o termo policlonal). A especificidade de uma
preparacao policlonal de anticorpos é dependente da pureza do preparado
antigénico original e da extensao de sua absorg¢ao. A obtencao de preparagdes
muito especificas é problematica e sua completa padronizagdo geralmente nao
€ possivel. Anticorpos monoclonais, em contraste, sdo produtos de um unico
plasmécito imortalizado, o que evita a maior parte dos problemas relacionados a
especificidade e heterogeneidade inerentes a uma preparagao policlonal. A
tecnologia do hibridoma, desenvolvida na década de 1970 permite a
imortalizagdo de um plasmoécito produtor de anticorpos fundindo-se este
plasmdcito a uma célula da linhagem de plasmocitoma. Células hibridas
individuais podem sofrer expansao clonal em tecidos de cultura ou em ratos e

coelhos, como tumores, fornecendo desta forma uma fonte continua de



anticorpos de composig¢ao e reatividade conhecidas, com alta qualidade e
especificidade(4 19),

A vantagem da especificidade, no entanto, pode também ser desvantagem
quando aplicada a proteinas desnaturadas em cortes histolégicos. Como um
preparado policlonal geralmente contém mistura de anticorpos que reagem a
multiplos epitopos, ndo ha grande impacto se um dos epitopos se torna inativo
pelo processo de fixacdo. Por outro lado, se um unico epitopo reconhecido por
um anticorpo monoclonal é afetado pelo processo de fixagdo, o anticorpo nao
pode ser utilizado para IHQ(19).

Independente do tipo de anticorpo escolhido, controle cuidadoso de sua
producao e funcionamento deve ser mantido ao longo do tempo e sua afinidade
e especificidade pode ser testada por meio de controles positivos e negativos.

Os sistemas de deteccdo compreendem uma enzima, um substrato
cromogénico e um reagente-ponte que liga a enzima ao anticorpo. Quando um
anticorpo marcado com uma enzima reconhece o antigeno de interesse na célula
do tecido, ele se liga ao seu antigeno. O tecido entdo é lavado, para a remogéao
do excesso de anticorpos nao ligados. Apds este processo, aplica-se o substrato
da enzima ligada ao anticorpo no tecido. A reagao da enzima com o seu
substrato produz substancia cromogénica que pode ser detectada a inspecgéao
microscopica.

Por meio da imuno-histoquimica, é possivel observar a arquitetura,
verificando-se o padrdo de marcagdo no seu sitio especifico tecidual. E possivel
identificar qual tipo de célula estd se ligando ao anticorpo, bem como o
compartimento celular marcado (nucleo, citoplasma, membrana). O sistema de

detecgcdo mais amplamente utilizado atualmente é o baseado no complexo



imunoperoxidase avidina-biotina. Outros métodos de detecgdo como o baseado
em polimeros de nova geragao ou em amplificagéo de sinal mediada por tiramina

também foram desenvolvidos('4)
1.2.2 A técnica de hibridizagao in situ (HIS) para detecgéo

do virus Epstein-Barr (EBV)

A infeccdo por EBV esta associada a uma variedade de condicdes
patologicas. O virus foi demonstrado na mononucleose infecciosa, linfoma de
Burkitt, no linfoma de Hodgkin classico, no linfoma difuso de grandes células B,
no linfoma de células T/NK extranodal do tipo nasal, nos linfomas de células T
(especialmente no linfoma de células T angioimunoblastico), entre outros. Em
pacientes com quadros de imunossupressao congénita ou adquirida, o virus
também foi demonstrado em diversos tipos de doencas linfoproliferativas e
linfomas(”). Os kits utilizados para a realizacdo deste exame em FFPE consistem
em um coquetel de sondas de oligonucleotideos marcados com cromogenos e
projetados para demonstrar células latentemente infectadas com o EBV. A sonda
hibridiza com transcritos de RNA codificados pelo virus EBV (EBER) expressos
abundantemente e que estdo concentrados nos nucleos de células infectadas
de forma latente('?)-

1.2.3 A técnica de imunofenotipagem por citometria de
fluxo (IFT CMF)

A IFT CMF tem habilidade peculiar em analisar de forma rapida e
simultdnea multiplos antigenos em células hematopoiéticas, o que permite
discriminar padrdes normais e anormais de expressao antigénica, sendo,

portanto, muito Util no diagnéstico de neoplasia. E possivel obter informagdes



para o diagnostico, classificagdo e prognéstico de grande numero de desordens
hematoldgicas. As aplicacbes da IFT CMF incluem diagndstico de leucemias
agudas, caracterizagdo de linfomas, avaliagdo de marcadores progndsticos,
avaliagdo complementar de neoplasias mielodisplasicas e mieloproliferativas e
pesquisa de doenca residual minima(8)

Para que seja feito o exame, o espécime deve ser coletado e enviado
prontamente ao laboratério nos seguintes meios de transporte,
preferencialmente: 1) sangue periférico — &acido etilenodiaminotetracético
(EDTA); 2) aspirados de medula déssea - heparina sédica; 3) espécimes de
tecidos solidos (pungao aspirativa por agulha fina, bidpsia por agulha grossa,
biépsia cirurgica) — meio de Roswell Park Memorial Institute (RPMI). As amostras
devem ser encaminhadas evitando-se exposicao a extremos de temperatura.
Estes cuidados sao particularmente importantes em casos de tumores com altas
taxas proliferativas e susceptibilidade a morte celular rapida, o que pode
ocasionar perda da qualidade do espécime('9),

O exame de citometria de fluxo tem como base a analise celular realizada
quando as células passam através de um sistema fluido. A técnica aplicada a
hematopatologia consiste em marcar com fluorocromos anticorpos que
reconhecem varios antigenos de interesse na superficie, no citoplasma ou no
nucleo das células. Este composto fluorescente (fluorocromo) absorve a luz de
um determinado comprimento de onda e depois emite luz diferente, com maior
comprimento de onda. A possibilidade de se utilizar simultaneamente multiplos
anticorpos contra diferentes antigenos em um mesmo tubo requer que diferentes

fluorocromos emitam luz em comprimentos de onda suficientemente distintos



uns dos outros. Para isso, um sistema de um ou mais /asers é utilizado para
emitir luz em diversos comprimentos de onda('®

As células em suspensdo sao incubadas com anticorpos acoplados a
fluorocromos e atravessam o /laser em fila unica. O ponto onde a luz emitida pelo
laser e a célula a ser analisada se encontram é chamado de ponto de
interrogacéo ou ponto de analise. Se o sistema possui multiplos /asers, ha
multiplos pontos de analise. A fluorescéncia de cada célula que passa na frente
do /laser é coletada por tubos fotomultiplicadores (detectores), sendo um detector
para cada fluorocromo. Através de uma série de filtros e espelhos, a luz que
alcanca cada detector é restrita a uma banda de um comprimento de onda
especifico. A intensidade de fluorescéncia para cada fluorocromo é proporcional
a quantidade de anticorpos que se ligam a célula*®).

Informagdes adicionais a respeito das caracteristicas fisicas das células
podem ser obtidas com base na dispersado de luz frontal e na dispersao de luz
ortogonal. O angulo de desvio da luz resultante da dispersado frontal é
proporcional ao tamanho celular e a dispersdo ortogonal é proporcional a
complexidade celular (granularidade citoplasmatica). Estes parametros séo
registrados em escala linear. Ao término da aquisicdo de uma amostra, cada
célula que passou pelo citbmetro vai ter suas caracteristicas registradas e
armazenadas (dispersao frontal, dispersao lateral, sinais de fluorescéncia). Apos
toda a informagao ser adquirida, um programa de computador analisa os dados
com a finalidade de identificar, caracterizar e quantificar as populacdes celulares
normais e anormais, apresentando os resultados em diferentes tipos de

graficos(19-2"), As etapas do exame de IFT CMF est&o ilustradas na figura 1.
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1.2.4 A técnica de pesquisa de clonalidade dos genes da
imunoglobulina (/G) e do gene do receptor de células
T (TCR) por reagao em cadeia de polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) € uma técnica baseada em
amplificagdo de sequéncias de acido desoxirribonucléico (DNA), na qual primers
oligonucleotidicos apropriados séo sintetizados a partir do conhecimento das
sequéncias de nucleotideos que flanqueiam o locus ou loci de interesse. Por
meio de repetidos ciclos de desnaturagao, ligacao de primers e extensao com
uma polimerase termoestavel (como a Taq polimerase), amplificacdo
exponencial da sequéncia-alvo compreendida entre os primers é atingida. Apos
a amplificagao, numerosas estratégias de detecgdao podem ser empregadas para
detectar os produtos, incluindo eletroforese em gel (menos utilizada) ou
eletroforese capilar (mais utilizada), com a utilizagéo de primers fluorescentes??).

A PCR ¢é a técnica mais utilizada para a detecgédo dos rearranjos clonais
dos genes da imunoglobulina (/G) e dos genes do receptor de células T (TCR).
A analise dos rearranjos destes genes por vezes € importante no contexto de
uma proliferagao linfoide atipica, para distinguir linfoproliferacées reativas de
neoplasicas (clonais)('?).

A configuragdo dos varios genes da IG e do TCR é similar e geralmente
contém multiplas regides de variedade (V), diversidade (D) e ligagao (J). Quando
uma célula linfoide sofre rearranjo, uma regido V, uma D (quando presente) e
uma J se aproximam e se ligam de forma randémica, formando uma infinidade
de possiveis combinagdes VDJ ou VJ. Este mecanismo é determinante da
diversidade imunoldgica, sendo que diversidade adicional é gerada por meio da

adicdo e delecdo randémica de N-nucleotideos e P-nucleotideos pela enzima
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TDT.

Como todos os linfécitos sofrem um rearranjo relativamente unico do seu
receptor, cada um vai ter uma configuragdo génica diferente. Desta forma,
muitos rearranjos de tamanhos diferentes sdo observados em amostras
policlonais, enquanto um tamanho uniforme de rearranjo predomina em
amostras clonais@®).

Para a realizagdo do exame, geralmente um par de primers especifico para
a familia da /G ou do TCR é utilizado. Estes se ligam as porgdes V ou J dos
receptores rearranjados. Devido ao fato de rearranjos policlonais resultarem em
produtos de diferentes tamanhos, uma variedade de picos diferentes é
observada na eletroforese capilar de amostras policlonais, enquanto observa-se
apenas um pico dominante em amostras monoclonais(?? 23),

1.2.5 A técnica de hibridizagao in situ fluorescente (FISH)

Apesar de a analise citogenética convencional ainda ser o padréao-ouro
para a deteccdo de anormalidades cromossOmicas, a indisponibilidade de
material fresco, baixo indice mitético, baixa porcentagem de células neoplasicas,
a complexidade citogenética e o tempo necessario para a realizagédo da técnica
impoe restricdes ao seu uso rotineiro. Neste cenario, o exame de FISH consiste
em importante adjunto a analise citogenética convencional e aos estudos
moleculares na avaliagdo das neoplasias hematoldgicas. Pode ser realizado em
diferentes tipos de amostras, como preparados de metafases de células em
cultura, nucleos em intérfase de material fresco e nucleos em intérfase de
espécime fixado em formol e incluido em parafina (FFPE).

O principal uso do exame de FISH de intérfase em FFPE é na identificagao

de translocagdes e amplificagdes envolvendo genes especificos. Recentemente,
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a avalicado de translocagdes envolvendo os genes cMYC, BCL6 e BCL2 tornou-
se crucial para a subclassificagao dos linfomas B de alto grau, de acordo com a
revisdo da classificagdo da OMS(> 24),

A metodologia do exame de FISH envolve a ligagao de fragmentos de fita
unica de DNA a suas sequéncias-alvo gendmicas complementares em um
preparado celular ou tecido. Estas sondas conhecidas de DNA sdo marcadas de
forma direta ou indireta a um fluorocromo, gerando sinal fluorescente no nucleo
da célula quando se hibridizam com a sequéncia genémica de interesse. Este
sinal pode ser observado em microscopio de fluorescéncia®® 26), A imagem 1
ilustra exemplos imagens de exame de FISH utilizando-se a sonda do tipo break-

apart para o oncogene cMYC.

Imagem 1 - Duas células com padrao de sinais normal (A) e anormal (B) para o oncogene cMYC
utilizando-se sonda do tipo break apart. A. Padrao normal, sendo observado um nucleo com dois
pares de sinais vermelho e verde juntos. B. Padrdo anormal, sendo observado um nudcleo com
um par de sinais verde e vermelho juntos, mostrando o alelo normal e um par de sinais verde e
vermelho separados no alelo anormal, indicando o rearranjo do oncogene cMYC.

1.26 A analise mutacional, o sequenciamento de nova
geracao (NGS) e o perfil de expresséo génica

A analise mutacional de varios genes tem significado clinico, diagndstico e
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prognéstico. Em geral, eram utilizadas técnicas de amplificagdo nas quais
segmentos do gene que possuem a maior concentragdo de mutagbes eram
amplificados por PCR e variagdes de sua conformagdo e tamanho eram
pesquisadas em comparagao com as observadas no gene selvagem®).

Estas técnicas de amplificagdo aos poucos deram lugar a técnicas mais
modernas, como o0 sequenciamento de nova geragao (NGS). O termo NGS é
utiizado para abranger varias plataformas tecnolégicas diferentes. Possui
numerosas vantagens em comparagao com métodos tradicionais de
sequenciamento por sua habilidade em rapidamente sequenciar muitos genes
na mesma reacao, podendo detectar mutagdes, delecdes, insergdes, alteracdes
numeéricas e até mesmo translocacdes(®)- Esta técnica permitiu a descoberta de
vasto numero de novas mutacbes em neoplasias hematologicas. Algumas
mutagdes tém significado clinico e painéis de alvos genéticos especificos estao
sendo desenvolvidos para aperfeicoar a caracterizacdo das diferentes
neoplasias®®). Embora atualmente seu custo ainda seja elevado, no futuro sera
mais acessivel e assumira papel central nos diferentes laboratérios, suplantando
muitas das outras tecnologias mencionadas anteriormente(0),

O perfil de expressao génica das neoplasias pode ser obtido por meio de
técnica de microarray genético a partir da extragdo de RNA mensageiro das
células em tecido. Esta técnica esta sendo aplicada na descoberta de perfis
caracteristicos de expressao génica em tumores, com utilidade prognéstica e
tem sido amplamente explorada nos linfomas B e T, porém ndo esta sendo
aplicada para uso rotineiro até o momento, estando ainda limitada ao contexto

de pesquisa®'-33),
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1.3 Técnicas de obtencdo de material para diagndstico
patolégico em onco-hematologia
1.3.1 A bidpsia cirurgica (BC)

Para se estabelecer o diagndstico de linfoma, o exame histologico é
essencial. A obtengcdo de material por meio de bidpsia cirurgica (BC) é
considerada o ideal devido a grande quantidade de tecido obtida desta maneira,
permitindo avaliacdo da arquitetura, realizacdo de IHQ, realizacdo de exames
moleculares complementares, além do armazenamento de tecido que pode ser
utilizado posteriormente para fins de pesquisa('?> 3%, Desvantagens que s&o
citadas para este método séo o custo, o tempo de espera para a realizacédo do
procedimento, o tempo de permanéncia no hospital e a morbidade relacionada
a sangramento, infec¢ao, dor local, linfedema, linforréia, além de cicatrizes néo

estéticas(®d).

1.3.2 As técnicas percutaneas menos invasivas

O conceito moderno de medicina personalizada preconiza que o tratamento
minimo eficaz € melhor do que o maximo tolerado. Seguindo essa linha, no que
diz respeito a procedimento diagnostico, este deve ser bem tolerado, relacionado
a baixa morbidade, além de sensivel, reprodutivel, custo-efetivo e com boa
acuracia®® %), Pensando nestes quesitos, técnicas percutdneas menos
invasivas, mais rapidas(®®), associadas a menor morbidade®® e menor custo®?
quando comparadas com a bidpsia cirurgica tem ganhado espago como
alternativa viavel.

A puncgdo aspirativa por agulha fina (PAAF)

A puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) foi a primeira técnica
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percutanea utilizada com esta finalidade. Seu uso ndao é recomendado para o
diagndstico inicial de linfomas e nao deve ser realizada com este propésito, pois
apenas espécimes citolégicos sédo obtidos, sem informagdes sobre o padréao
arquitetural. Em decorréncia disso, se torna impossivel o diagnéstico de varias
entidades por este método®“' 42, Porém, apesar das limitacdes, a PAAF ainda
pode ser realizada como técnica adicional ambulatorial em casos em que se
deseja excluir outros processos patoldgicos diferentes dos linfomas ou naqueles
pacientes em que ha necessidade de inicio imediato emergencial de
corticosteroides, quando a biopsia foi realizada mas ainda aguarda
processamento histoldgico®3 44),

A bioépsia por agulha grossa (BA)

Devido as limitagdes da PAAF, a biépsia por agulha grossa (BA) tem sido
a mais amplamente utilizada das técnicas percutaneas na pratica diagndstica.
Ao contrario do que acontece com o material obtido por PAAF, no material obtido
em BA é possivel avaliar os trés elementos-chave requeridos para o diagndstico
de linfomas: identificagcao celular, padrao arquitetural e imuno-histoquimica. O
material obtido também tem sido utilizado com sucesso para testes moleculares
adicionais“5-47), Estes parametros analisados em conjunto permitem n&o so6 o
diagndstico de linfoma, como também a subclassificagdo em entidades“®: 49),
com alta reprodutibilidade, conforme reportado por estudo de Hu et al®®, que
mostrou concordancia de 92% a 95% entre os patologistas.

As desvantagens citadas para a BA dao sempre como referéncia a menor
quantidade de tecido obtida quando comparada a BC, com menos material
disponivel para exames complementares e pesquisas futuras. Pode haver

prejuizo da visualizagdo de maior detalhamento arquitetural, fato por vezes
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decisivo para o diagnostico de malignidade, além de limitagdo em casos de
acometimento parcial do linfonodo pela neoplasia, devido a possivel nao
representacdo da area de interesse. Desta forma, a apreciacdo do completo
espectro morfolégico em doengas polimérficas e heterogéneas ficaria limitada,
por questdes de amostragem, conforme relatado em casos de linfoma folicular,
linfomas de células T, linfoma da zona marginal e no linfoma de Hodgkin(®0-54),
Em relagdo as complicagbes, as mais descritas incluem hemorragia,
pneumotorax e lesédo de nervos®®). No entanto, quando comparadas BA e BC,
complicagdes graves sao relatadas com frequéncia muito maior em associagéo
a BC do que a BA®?),

1.4 Escolha da modalidade de exame de imagem para guiar a
bidpsia por agulha grossa e a escolha do sitio a ser
abordado

A BA normalmente é realizada guiada por imagem, por meio de ultrassom
(US) ou tomografia computadorizada (TC). A escolha da técnica de imagem
adequada depende da experiéncia do radiologista e da localizagao dos alvos em
potencial. Como regra, em lesdes periféricas sao feitas bidpsias guiadas por US
e em lesdes profundas é utilizada a TC(®9),

Procedimentos guiados por US s&o mais baratos, livres de radiagdo, mais
rapidos e nao ha necessidade de o paciente permanecer internado. Esta técnica
€ particularmente util para massas cervicais, supraclaviculares, axilares,
inguinais e até mesmo para nédulos em figado ou bago. Sondas de ultrassom
de alta frequéncia permitem visualizagéo clara dos sitios anatémicos e da agulha
e o0 Doppler colorido é util na identificacdo de estruturas vasculares. Além disso,

compressao manual com a sonda do equipamento pode prevenir hematomas®”).
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Bidpsias de linfonodos ou érgaos profundos sao obtidas guiadas por TC,
com necessidade de o paciente permanecer em observagao por algumas horas.
As vantagens da TC incluem visualizagao clara de todos os detalhes anatdémicos
e a possibilidade de se acessar praticamente qualquer area do corpo. No
entanto, € método mais caro, envolve radiagao e € mais demorado quando
comparado ao US®8),

Em relagdo a escolha do sitio a ser submetido a bidpsia, como regra,
quando o paciente tem linfonodomegalias superficiais e profundas, & preferivel
acessar as superficiais, por ser mais rapido e mais seguro, pelo procedimento
poder ser guiado por US e pela possibilidade de se obter amostras com agulhas
mais calibrosas, resultando em maior quantidade de tecido(®).

Entretanto, outros fatores também devem ser avaliados na deciséo do sitio
de biépsia, como: 1) o tamanho da lesado e o curso clinico, ja que lesbes maiores
e de crescimento mais rapido tendem a representar clone tumoral mais
agressivo; 2) as caracteristicas de imagem, evitando-se areas que possam
corresponder a necrose; 3) os achados metabdlicos, quando avaliagdo prévia
por PET CT estiver disponivel, devendo-se tentar acessar a lesdao mais
metabolicamente ativa; 4) os érgéos envolvidos, devendo-se dar preferéncia a
sitios nodais em casos de doengca com disseminagao extensa nodal e

extranodal(®-59),

1.5 Perspectiva atual dos estudos sobre a aplicagao clinica
da bidpsia por agulha grossa (BA)
Varias publicagbes tém sido feitas em diversas regides do mundo nas trés

ultimas décadas com o objetivo de avaliar a eficacia da BA no diagnéstico de
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neoplasias hematolinfoides. Em geral os estudos apontam capacidade
diagndstica bastante variavel, em torno de 81,0% a 98,8%(12:46.60) com taxas de
subclassificagcdo adequada de acordo com as entidades em torno de 72,3% a
96,8%“% 31, A capacidade diagnostica geral da BA nos estudos realizados tem
se mostrado semelhante a da BC, que gira em torno de 80% a 100%“% 46), A
tabela 1 mostra resumo dos dados obtidos nos principais trabalhos publicados
no tema. Os dados obtidos neste estudo foram incorporados a ultima linha desta
tabela.

Entre os grandes trabalhos de revisdo sistematica e metanalises
disponiveis sobre o tema, encontram-se os seguintes estudos:

1) Revisdo sistematica realizada por Frederiksen et al.5" em 2015
analisando 42 estudos publicados entre 1989 e 2012 encontrou capacidade
diagndstica média de 74%, com subclassificagdo completa de linfomas. Este
trabalho, no entanto, analisou em conjunto resultados tanto de estudos feitos
com material obtido por PAAF quanto daqueles feitos com material obtido por
BA, nao sendo realizada analise separada de acordo com o método.

2) Metandlise publicada em 2020 por Warshavsky A et al.®"
compreendendo 22 estudos realizados entre 1996 e 2019 em amostras obtidas
apenas de linfonodomegalias cervicais encontrou capacidade diagnostica geral
de 82,5%. O critério levado em consideracao foi a possibilidade de se obter um
diagndstico que permite inicio de tratamento, independente de se ter conseguido
ou nao subclassificagao final em entidades. O fato de terem sido incluidos
estudos pertencentes a intervalo de tempo muito abrangente, com grande
heterogeneidade de classificagdes e procedimentos utilizados pode ter

interferido como viés na avaliacdo dos resultados obtidos.
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3) Revisdo de literatura publicada em 2021 de Seviar et al. ¢2) abrangendo
13 estudos compreendidos entre 2015 e 2020 encontrou capacidade diagndstica
com subclassificagao final em entidades de 87% a 93% para BA, com média de

91,7%, comparada com 93,5% a 100% para BC, com média de 97,5%.
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Tabela 1 - Resumo dos principais trabalhos realizados e publicados, avaliando acuracia de BAs apds a primeira edicao da classificacao da OMS.

Método Calibre Comparagao
No de imagem da com BC do Englobou
Desenho do casos para guiar agulha Fragmentos mesmo DX Métodos Avaliagao outras
Autor (et al) Ano Local estudo (BA) Topografia BX (gauge) (N) servigo (N) DX geral especificos complementares por HMP' doencas
Lachar w0 2007  EUA retrospectivo 101 varias uUseTC 18 2a4 nao 921%  87.1% IHQ+CMF+TM  ND néo
de Kerviler®? 2007  Franca retrospectivo 180 superficial USeTC  14a18 3a6 néo 96,0%  ND IHQ + TM sim sim
de Larrinoa A®®? 2007  Espanha prospectivo 102 varias uUs 18 4a5 sim (47) 882%  ND IHQ+TM ND nao
Yuan J©&4 2010  China retrospectivo 1119 varias us 18 2a3 néo 730%  ND IHQ ND sim
Burke %4 2011 ReinoUnido retrospectivo 187 cervical us 14218 1a7 sim (104) 81,0% 72,3% IHQ sim ndo
Amador-Ortiz C® 2011 EuA retrospectivo 263 varias ND 18220 2a4 néo 90,1%  73.4% IHQ+CMF+TM  sim néo
Pedersen 0(%®) 2013 Noruega retrospectivo 140 cervical us 14 1a4 néo 921%  88,6% IHQ + TM sim sim
Pruneri G©® 2015 ltalia retrospectivo 390 vérias USeTC  14a18 ND ndo 954%  851% IHQ + TM sim néo
Skelton E“©) 2015  ReinoUnido  retrospectivo 237 varias USeTC 14220 2a6 sim (80) 97.0%  ND IHQ + TM sim nao
He Y©9) 2015 China prospectivo 110 varias us 14e16 2ab sim (95) 95,4% 92,7% IHQ sim nao
Groneck L) 2016 Alemanha retrospectivo 138 superficial us 14a18 3ab Sim (26) 91,6% 87,7% IHQ sim sim
Pugliese N®" 2016  Italia prospectivo 185 varias us 16 1a4 sim (187) 98,8% 96,8% IHQ + T™M sim sim
Johl A®® 2016 Alemanha  retrospectivo 229 varias ND ND ND sim (1212) ND 91,7% IHQ + TM sim sim
Allin D7) 2017  ReinoUnido  retrospectivo 70 cervical us 16 ND néo ND 90,0% IHQ sim sim
Han F©) 2018 China retrospectivo 6695 cervical us 18a20 1a6 sim (264) ND 92,2% IHQ sim sim
Kwon M0 2018 Coréia retrospectivo 26 cervical us 18 1a3 sim (57) 692%  ND IHQ sim néo
Cuenca-Jimenez 7" 2019 Reino Unido  retrospectivo 230 cervical uUs 14220 1atl sim (15) 935%  ND IHQ +TM sim néo
Cohen OC®® 2019 ReinoUnido  retrospectivo 554 varias ND ND 3a4 néo ND 92,1% ND sim néo
Wilczynski A2 2020  Alemanha  retrospectivo 793 varias uUs 18 ND néo 950%  ND ND sim sim
Assaf N3 2020 Libano retrospectivo 210 vérias ND 18 2a3 sim (163) 790%  ND IHQ sim néo
Chatani §©9 2020  Japao retrospectivo 263 vérias UseTC 14e18 1a8 sim (108) 90,5% 88,2% IHQ + CMF ND néo
Gongalves MC 2022 Brasil retrospectivo 218 varias USeTC 14a20 2to12 sim (258) 95,9% 91,3% IHQ + CMF + TM sim néo

Legenda: BA (biopsia por agulha grossa), BX (biépsia), BC (bidpsia cirirgica), DX (diagnéstico), HMP (hematopatologista), US (ultrassom), TC (tomografia
computadorizada), IHQ (imuno-histoquimica), CMF (citometria de fluxo), TM (testes moleculares), ND (n&o disponivel)
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Mesmo com as possiveis desvantagens citadas anteriormente, a
praticidade das técnicas percutdneas menos invasivas fez com que as ultimas
décadas observassem aumento no uso principalmente da BA para coleta de
tecido em pacientes com suspeita de linfoma(46 49-51.59.65) Este tipo de material
chegou a corresponder a 90% das amostras obtidas em alguns centros(12).

Apesar dos dados publicados dando suporte, a National Comprehensive
Cancer Network (NCCN) recomenda que biopsias por agulha grossa sejam
consideradas pratica aceitavel apenas em casos de recorréncia; tumores
situados em sitios profundos, nao facilmente acessiveis as bidpsias excisionais
(tumores abdominais, retroperitoneais e mediastinais); ou em pacientes com
risco cirdrgico consideravel’- As recomendagbes sdo explicitas em relagdo a
preferéncia por bidpsias cirurgicas ao diagnéstico inicial: “Uma pungao por
agulha fina ou bidpsia por agulha grossa nédo sao geralmente adequadas para o
diagndstico inicial de linfomas™?2. A sociedade Européia de Oncologia Médica
(ESMO) traz as mesmas diretrizes("® 76 No entanto, estas recomendagdes em
geral ndo sédo baseadas em resultados de estudos cientificos, mas em consenso
de especialistas, indicando a necessidade de maior conhecimento do atual
cenario para seu adequado embasamento.

A maioria dos estudos apresentados até entdo teve como foco avaliar a
acuracia da BA no diagnostico das neoplasias hematolinfoides. No geral, os
resultados foram favoraveis a esta pratica (tabela 1) e concluiu-se que o fator
que mais influencia no sucesso do diagndstico é a quantidade de material obtida:
entre amostras limitadas, quanto maior a quantidade de material disponivel,
maior é a capacidade diagnostica ¢7-53.59.77) No entanto, pouca informacéo se

tem a respeito de maneiras de se melhorar a qualidade das amostras,
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principalmente no que tange ao papel do patologista no momento do
procedimento para avaliar a adequabilidade do material obtido para diagnéstico.
Devido a crescente demanda por tecido suficiente para fazer quantidade cada
vez maior de exames, € desejavel padronizar a quantidade minima de material
a ser obtido preferencialmente durante o procedimento, bem como propor fluxo
para otimizar a utilizagdo da amostra, promovendo o menor desgaste possivel
do tecido e permitindo armazenar o espécime para analises futuras(®?

Nem todos os trabalhos avaliaram comparativamente a capacidade
diagndstica de BA e BC analisadas em um mesmo servigo. Além disso, o papel
de testes adicionais como a IFT CMF realizada em fragmento de tecido obtido
durante a BA ou mesmo durante a BC também foi aspecto pouco explorado, com
apenas alguns estudos mencionando a sua utilizagao, geralmente em amostra

bastante limitada de pacientes(3% 40.65),

1.6 Rotina de manejo do material do paciente em
investigagcao de doencga linfoproliferativa no Hospital

Sirio-Libanés
No Hospital Sirio-libanés em Sao Paulo, Brasil, conta-se com um
patologista de plantdo 24 horas por dia, a disposi¢cdo para fazer avaliagao
intraoperatoria de congelagdo durante procedimento cirurgico ou avaliagao
intraprocedimento da adequabilidade do material durante bidpsia guiada por

imagem.

As equipes assistenciais e cirurgicas podem, no momento de realizagao de
BC de linfonodos ou outros 6rgaos para investigacdo de provavel doenca
linfoproliferativa, solicitar ao médico patologista a realizacdo de exame de

congelagdo. Nesta oportunidade, o patologista faz a avaliagdo inicial do
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espécime, verificando a representatividade da amostra obtida. Havendo suspeita
morfolégica ou clinica de linfoma, fragmento de tecido é coletado durante o
procedimento de congelagdo e colocado em meio especifico (RPMI) para
realizacdo de exame de IFT CMF, o qual é encaminhado com rapidez ao
laboratdrio clinico.

Na maior parte dos procedimentos de BA realizados pela equipe da
radiologia intervencionista é solicitada a presencga do patologista, o qual avalia a
representatividade da amostra por meio de esfregacgo citoldégico do fragmento.
Novamente, havendo suspeita morfolégica ou clinica de linfoma, um dos
fragmentos retirados é enviado em RPMI para o exame de IFT CMF, realizado
no laboratério clinico.

O encaminhamento destas amostras para a realizagcdo do exame de IFT
CMF depende de acordo estabelecido entre o patologista e a equipe cirurgica ou
da radiologia intervencionista, com a anuéncia do paciente para a realizagéo
deste exame. O restante da amostra é fixado em formalina tamponada a 10% e
encaminhado para o laboratério de patologia para realizacdo de exame
histolégico, imuno-histoquimico e eventuais testes adicionais, quando indicado.

Em algumas situagdes, o exame de IFT CMF pode nao ser realizado, como
quando, por exemplo, por motivos diversos ndo é solicitada a presenca do
patologista durante o procedimento, quando o paciente ndao tem condigdes ou se
nega a arcar com o custo do exame ou quando neoplasia linfoproliferativa nao
faz parte da suspeita clinica inicial. Nesses casos, o diagnéstico sera baseado
na analise histopatoldgica, IHQ e demais exames complementares/ moleculares
realizados em FFPE e indicados pelo patologista responsavel pelo caso apos a

amostra ser processada no laboratério, quando necessario.
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2 OBJETIVOS

Com base no que foi exposto, os objetivos do presente estudo séo:
2.1 Objetivos principais:

1) Avaliar a aplicabilidade dos critérios da classificagao das doencas
linfoproliferativas segundo a OMS 2017 em bidpsias por agulha grossa (BA).

2) Comparar a capacidade diagndstica de bidpsias cirurgicas (BC) e
biépsias por agulha grossa (BA) na abordagem de proliferagdes linfoides
benignas e malignas.

2.2 Objetivos secundarios:

1) Avaliar a contribuigdo relativa da clinica e de cada um dos exames
complementares (IHQ, IFT CMF e testes moleculares) para o diagndéstico nos
materiais de BC e BA.

2) Comparar a capacidade diagndstica dos diferentes tipos de
material (BC e BA) em diferentes categorias morfolégicas e em diferentes
subgrupos de entidades.

3) Comparar a concordancia da IFT CMF com o diagnéstico final entre
as diferentes categorias morfolégicas e subgrupos de entidades nas amostras
de BC e BA.

4) Avaliar a influéncia da qualidade da amostra (comprimento total e
numero de fragmentos) e do calibre da agulha utilizada na BA para a capacidade
diagndstica final.

5) Avaliar a influéncia da analise de representatividade do material por

um patologista durante o procedimento.
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6) Avaliar a influéncia do sitio anatdémico (superficial ou profundo) no
desempenho diagndstico de BAs.

7) Avaliar a concordancia dos subgrupos de entidades diagnosticados
no material de BA com os dados clinicos.

8) Com base nos resultados obtidos, consolidar um protocolo geral de
abordagem diagndstica e de manejo da amostra do paciente com suspeita de
doenca linfoproliferativa para otimizacdo da qualidade e quantidade de material

disponivel para analise.
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3 CASUISTICA E METODOS

Este estudo retrospectivo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP) sob
parecer consubstanciado de numero 2.786.656 emitido em 26/07/2018 e pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Sirio-Libanés, sob parecer de
numero HSL 2018-55 emitido em 14/08/2018. Todos os casos foram revistos
com base no material disponivel que foi utilizado para o diagndstico primario.
Nenhum bloco de parafina foi submetido a novos cortes para a realizacao de
nenhum procedimento adicional. Devido a isso, houve dispensa da necessidade
de aplicagcao de termo de consentimento livre e esclarecido para os pacientes
participantes dessa casuistica, constante no parecer consubstanciado do comité
de ética em pesquisa com seres humanos (CEP) da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo (FMUSP). Ver apéndice.

3.1 Casuistica
Foi realizada busca sistematica no banco de dados do Laboratério de
Patologia do Hospital Sirio-Libanés utilizando-se como palavras-chave “linfoma”,
“linfadenite”, “proliferacao linfoide” e “hiperplasia linfoide” e como intervalo de
tempo o periodo compreendido entre outubro de 2013 e agosto de 2017.
Critérios de inclusao:
- Todos os casos de biopsias submetidos a exame anatomo-
patolégico com suspeita de linfoma foram analisados, fossem eles provenientes

de BC ou de BA, oriundos de diversos 6rgaos;

Critérios de exclusao:
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- Amostras de pele, bidpsias endoscopicas do trato gastrointestinal,

biépsias de bacgo e bidpsias de osso ou medula éssea.
- Casos em que nao havia material disponivel para revisao histologica.
3.2 Registro de dados de revisao patolégica e de prontuario
Todas as amostras foram revistas por hematopatologista com experiéncia
em diagnodstico de linfomas. Os seguintes dados foram obtidos neste momento:
- Classificagédo em categoria morfolégica de acordo com a anadlise da lamina

corada em hematoxilina e eosina (H&E), conforme tabela 2:

Tabela 2 - Relagao de cédigos e respectivas categorias morfologicas™.

Cédigo Categoria morfolégica

Inconclusivo

Proliferacéo linfoide com predominio de células pequenas
Proliferagao linfoide de células pequenas e grandes
Proliferagao linfoide com predominio de células grandes

Proliferagao linfoide com células de tamanho intermediario e morfologia blastoide

a A WO N -~ O

Proliferagéo linfoide de células pleomdrficas em fundo inflamatdrio rico

* Modificada de Mesa H, et al.%%

Para a classificacdo das amostras de acordo com o tamanho das células
foram utilizados os critérios descritos por Gong JZ et al.(’® 79 que consideram
predominio de células pequenas quando a amostra é constituida de mais de 80%
de células pequenas, predominio de células grandes quando a amostra é
constituida de mais de 40% de células grandes e células pequenas e grandes
quando a amostra € constituida por 20% a 40% de células grandes.

- Revisdo conjunta de laminas e laudos dos exames complementares
realizados no laboratério de patologia ou por intermédio deste, quando
disponiveis - imuno-histoquimica (IHQ), hibridizagao in situ fluorescente (FISH),

hibridizagao in situ cromogénica para EBV (HIS EBV), pesquisa de clonalidade
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B e T por PCR. Breve descri¢cao da indicacao, escolha de painéis de anticorpos,
lista de anticorpos disponiveis e metodologia empregada na IHQ e HIS EBV esta
inserida no anexo 1. Descricdo da indicagdo, metodologia utilizada e sondas
disponiveis para a realizagao do exame de FISH esta inserida no anexo 2. No
anexo 3 consta breve descrigdo da indicagdo, metodologia empregada e
sistemas utilizados para a pesquisa de clonalidade B e T por PCR.

- Diagnéstico final;

- Classificagdo em subgrupos de entidades conforme tabela 3:

Tabela 3 - Relagéo de cédigos e respectivos subgrupos de entidades™.

Cédigo Subgrupo de entidades
0 Inconclusivo
Benigno

Linfoma de Hodgkin classico

Linfoma de Hodgkin, predominancia linfocitica nodular

Linfoma ndo Hodgkin de pequenas células B

Linfoma ndo Hodgkin de grandes células B

Linfoma ndo Hodgkin de células intermediarias/ morfologia blastoide™*
Linfoma ndo Hodgkin de células T

Linfoma folicular

O ~NO O WN -

* Modificada de Burke C et al.®¥

** Subgrupo formado para englobar neoplasias enquadradas dentro da categoria morfolégica de
células intermediarias ou com morfologia blastoide que nao estivessem enquadradas em
nenhum outro subgrupo de entidades especifico descrito nesta tabela.

- Presenca ou nao de avaliagdo da adequabilidade do espécime por
patologista durante o procedimento.

Em paralelo a revisdo da morfologia, foi realizada busca em prontuario
eletrénico para obtencao de dados clinico-laboratoriais pertinentes como:

- Sexo e idade;

- Apresentacao clinica inicial,

- Presenca ou nao diagndstico prévio de linfoma;

- Estadiamento clinico (quando aplicavel);
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- Sitios anatémicos envolvidos: 1 (predominio nodal); 2 (predominio
extranodal); 3 (nodal e extranodal);

- Distribuicdo da doencga 1 (localizada superficial), 2 (localizada profunda),
3 (mais de uma regido acometida) e 4 (disseminada);

- Tamanho e o SUV da lesdao submetida a bidpsia (quando disponivel);

- Resultados de exame de IFT CMF, quando disponivel, conforme tabela 4:

Tabela 4 - Relagao de cédigos e respectivos resultados de exames de IFT CMF.

Cédigo Resultado de exame de IFT CMF

0 Inconclusivo

1 Negativo para populacdo anédmala

2 Suspeito para populagao anémala

3 Presencga de populagdo anémala

4 Presencga de mais de uma populagdo anémala

IFT CMF = imunofenotipagem por citometria de fluxo

- Concordancia do resultado da IFT CMF com o diagndstico final.

A IFT CMF foi realizada em laboratério clinico parceiro e a breve descricao
dos sistemas utilizados, metodologias e painéis empregados esta descrita no
anexo 4.

Nos casos em que foi realizada BA, informacdes adicionais foram obtidas:

- Numero de fragmentos e comprimento total dos fragmentos;

- Tipo de exame de imagem realizado para guiar o procedimento (US ou
TC) e o calibre da agulha utilizada (em gauge).

- Presenca ou nao de indicagao formal de BA:

Foram considerados como critérios de indicagao formal: 1) a necessidade
de biopsia de linfonodomegalias/ lesbes profundas, 2) pacientes com diagndstico
prévio de linfoma e 3) pacientes sem condi¢do clinica de realizagdo de BC,

conforme preconizado pela NCCN(4).
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Outros critérios de indicagcao de BA que n&o os formais foram: preferéncia
e conforto do paciente, preferéncia do clinico e necessidade de maior agilidade

ao procedimento.

3.3 Analise dos resultados

3.3.1 De acordo com os objetivos principais:

1) Avaliacdo da aplicabilidade dos critérios da classificagdo das
doencas linfoproliferativas segundo a OMS 2017 em bidpsias por agulha grossa
(BA).

A aplicabilidade dos critérios da OMS em amostras de BA foi inferida
levando-se em consideracdo a possibilidade de subclassificagdo completa em
entidades especificas de acordo com a OMS neste tipo de bidpsia. Foi
necessario que representantes de todos os subgrupos de entidades conforme
descritos na tabela 3 conseguissem ser adequadamente diagnosticados.

2) Comparacéao da capacidade diagndstica nos grupos de BA e BC:

Apds revisado dos casos, cada bidpsia foi classificada de acordo com o seu

desempenho diagndstico (DD), conforme mostra a tabela 5.

Tabela 5 - Relagao de classificagédo, cédigos e respectivos desempenhos diagndsticos.

Classificagao Cédigo Desempenho diagnéstico

Nao satisfatorias 0 Inconclusivo
1 Possivel diferenciar entre benigno e maligno
2 Possivel estabelecer linhagem

Satisfatorias 3 Permite inicio de tratamento
4 Subclassificagdo completa
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Para a analise estatistica, foram agrupadas as categorias 0,1,2 e 3 (ndo
permitiram subclassificagdo completa) e comparadas com a categoria 4
(permitiram classificagao completa).

Os casos foram divididos em grupos de acordo com o tipo de bidpsia
realizada: cirurgica (BC) ou por agulha grossa (BA) e desempenho diagnéstico
(DD) igual a 4 (permite diagnostico e subclassificacdo completa) ou diferente de
4 (ndo permite subclassificacdo completa). A partir desta diviséo, resultaram

quatro grupos que estao representados na figura 2.

Total de

pacientes
(n=476)

BA (n=218) BC (n=258)
| 1 | 1
BADD=4 BA DD dif 4 BCDD=4 BC DD dif 4

Figura 2 - Divisao dos pacientes do estudo de acordo com o tipo de bidpsia realizada e o
desempenho diagndstico (permite subclassificagdo completa x ndo permite subclassificagao
completa). BA = bidpsia por agulha grossa, BC = bidpsia cirdrgica, DD = desempenho
diagndstico.

A capacidade diagnostica de BAs e BCs foi medida levando-se em
consideragcao o percentual de diagndsticos definitivos (DD=4) obtidos em cada
grupo.

Foram agrupadas também as categorias 0,1,2 (ndo satisfatorias) e
comparadas com as categorias 3 e 4 (satisfatorias). Os casos foram divididos
em grupos de acordo com o tipo de bidpsia realizada: cirurgica (BC) ou por

agulha grossa (BA) e desempenho diagnéstico (DD) igual a 3 e 4 (satisfatorias)
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ou 0, 1 e 2 (ndo satisfatérias). A partir desta divisédo, resultaram quatro grupos

que estao representados na figura 3.

Total de

pacientes
(n=476)

|
BA (n=218) BC (n=258)

l BADD=3e4 BADD;O'le l BCDD=3e4 BCDD;O'le

Figura 3 - Divisao dos pacientes do estudo de acordo com o tipo de bidpsia realizada e o
desempenho diagndstico (satisfatério x ndo satisfatério). BA = bidpsia por agulha grossa, BC =
bidpsia cirargica, DD = desempenho diagnéstico.

Foi comparado o percentual de bidpsias satisfatorias (DD= 3 e 4) e nao

satisfatérias (DD=0, 1 e 2) entre os grupos de BA e BC.

3.3.2 De acordo com os objetivos secundarios:
1) Andlise da contribuic&o relativa da clinica/ radiologia e dos demais
exames complementares nos diferentes tipos de material (BA e BC)
Atribuiu-se valor de 0 a 3 para contribuicdo relativa da clinica, da
morfologia, da IHQ, da IFT CMF e dos demais exames complementares no

diagndstico final, conforme tabela 6:

Tabela 6 - Relagdao de codigos e respectiva contribuicao relativa da clinica e demais exames
para o diagnéstico final.

Cédigo Contribuigao relativa da clinica e demais exames para diagnéstico final

0 Indiferente para o diagndstico

1 Prejudicou o diagndstico

2 Aucxiliou o diagnéstico

3 Imprescindivel para o diagnéstico
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Para a analise estatistica, foram agrupadas as categorias 0,1 e 2 e
comparadas com a categoria 3. Dessa forma, comparou-se a porcentagem de
casos em que as informacgdes da clinica/ radiologia e dos demais exames
complementares foram consideradas imprescindiveis para o diagnostico final
entre amostras de BA e BC. O motivo que justificou a inclusdo dessas
informacdes como imprescindiveis foi descrito para cada caso.

2) Comparacédo da capacidade diagnostica dos diferentes tipos de
material (BA e BC) em diferentes categorias morfolégicas e em diferentes
subgrupos de entidades

Para a andlise estatistica, foram agrupadas as categorias de DD 0,1,2 e 3
(ndo permitiram subclassificagdo completa) e comparadas com a categoria 4
(permitiram classificagdo completa) entre cada uma das categorias morfoldgicas
(tabela 2) e subgrupos de entidades (tabela 3) nos grupos de BA e BC. A mesma
comparacao foi feita, ainda, entre o grupo que engloba DD 3 e 4 (permite inicio
de tratamento/ permite subclassificagdo completa) — casos em que a bidpsia foi
considerada satisfatéria, com o grupo que engloba DD 0,1 e 2 (inconclusivo/
diferencia benigno e maligno/ classifica em linhagem) — casos em que a bidpsia
foi considerada nao satisfatoria.

3) Comparagéao da concordancia da imunofenotipagem por citometria
de fluxo com o diagnéstico final entre as diferentes categorias morfolégicas e
subgrupos de entidades

O percentual de casos com resultado de IFT CMF discordante do
diagndstico final foi comparado entre as diferentes categorias morfologicas e
subgrupos de entidades no geral e entre os materiais de BA e BC. Os casos

foram considerados discordantes quando o resultado da IFT CMF foi negativo
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para populagao anémala com diagndstico final de neoplasia linfoproliferativa na
biépsia ou quando o resultado da IFT CMF foi positivo para populagédo anémala,
com diagnéstico final de proliferagao linfoide benigna na bidpsia.

4) Influéncia da qualidade da amostra (comprimento total e numero
de fragmentos) e do calibre da agulha utilizada na BA no desempenho
diagndstico

Para a andlise estatistica, foram agrupadas as categorias de DD 0,1,2 e 3
(ndo permitiram subclassificacdo completa) e separadas da categoria 4
(permitiram subclassificagdo completa). Foi comparada a distribuicdo do
comprimento total dos fragmentos, do numero de fragmentos e do calibre da
agulha em relagao aos grupos de DD = 4 e DD diferente de 4.

5) Influéncia da avaliagdo de representatividade do material por um
patologista durante o procedimento no desempenho diagnéstico de BAs e BCs

Para a andlise estatistica, foram agrupadas as categorias de DD 0,1,2 e 3
(ndo permitiram subclassificacdo completa) e separadas da categoria 4
(permitiram classificagdo completa). Foi comparada a proporgao de casos que
tiveram DD diferente de 4 entre aqueles submetidos e ndo submetidos a
avaliagao intraprocedimento de adequabilidade, tanto no geral, quanto entre as
amostras de BA e BC separadamente.

6) Influéncia do sitio anatdbmico (superficial ou profundo) no
desempenho diagndstico de BAs

Para a andlise estatistica, foram agrupadas as categorias de DD 0,1,2 e 3
(ndo permitiram subclassificacdo completa) e separadas da categoria 4

(permitiram classificagdo completa). Foi comparada a porcentagem de casos de
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BA com DD = 4 e DD diferente de 4 entre amostras provenientes de sitios
anatdmicos superficiais e profundos.

7) Avaliagao da concordéancia dos subgrupos de entidades no material
BA com os dados clinicos

Dados clinicos como apresentacao clinica inicial, captacao alta ou baixa no
PET-CT, doenga nodal versus extranodal, doenga localizada versus
disseminada, faixa etaria, presenga de sintomas B, estadiamento clinico (quando
aplicavel), antecedentes patolégicos e mesmo antecedente de linfoma foram
avaliados em cada caso a fim de se estabelecer a concordancia clinica com o
diagndstico final em amostras de BA. Foi calculada a propor¢ao de casos
discordantes para cada subgrupo de entidades. Casos considerados
discordantes de acordo com o subgrupo de entidades foram revistos e as
particularidades clinicas e/ou morfologicas (quando presentes) foram
reportadas.

8) Consolidagao de protocolo geral de abordagem diagnéstica e de
manejo da amostra do paciente com suspeita de doencga linfoproliferativa

Apos analise de todos os dados obtidos no estudo, em conjunto com dados
de literatura relevante levantada, foi elaborada sugestdo de protocolo geral de
abordagem diagndstica e de manejo da amostra do paciente com suspeita de
doenca linfoproliferativa.

3.4 Anadlise estatistica

A analise estatistica utilizou comparacdo de proporcdes, o teste qui-
quadrado de Pearson e o teste exato de Fisher para a comparacao de dados
categoricos, expressos em numeros e porcentagens. O teste exato de Fisher foi

utilizado em analises nas quais mais de 20% das caselas apresentavam valores
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inferiores a 5. A comparacao de distribuicao de variaveis continuas, expressas
em média ou intervalos foi feita utilizando-se o teste U de Mann-Whitney e o teste
de Kruskal-Wallis de amostras independentes. Foram consideradas

estatisticamente significativas comparagdes com P valor menor do que 0,050.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados descritivos

4.1.1 Descricao dos aspectos clinicos gerais

Ao todo, 515 amostras foram levantadas. Apds a aplicacao dos critérios de
exclusao, 39 foram eliminadas do estudo, o que resultou em um total de 476
amostras, sendo 258 BCs e 218 BAs. Entre as amostras eliminadas, 15 eram
provenientes de bidpsia endoscdpica do trato gastrointestinal, 8 eram bidpsias
de medula 6ssea, 5 eram bidpsias de pele, 3 eram biopsias de 0sso, 2 eram
bidpsias de bago e, em 6 casos, o material havia sido retirado e ndo estava
disponivel no arquivo do laboratério para ser revisado para o estudo. Foi
analisada apenas uma amostra por paciente, sendo que a primeira bidpsia
realizada com intuito diagndstico foi a incluida no estudo. As caracteristicas
gerais dos pacientes, divididos nos grupos de BA e BC, estdo apresentadas na

tabela 7.

Tabela 7 - Caracteristicas clinicas gerais dos pacientes dos grupos de BA e BC.

Caracteristicas Grupo BA Grupo BC Total P
Total de pacientes 218 258 476

Sexo 0,461
Masculino 121 134 255

Feminino 97 124 221

Idade média [intervalo] 53,9 [2-91] 49,1 [2-95] - 0,011
Topografia 0,009
Linfonodo 187 241 428

Outras 31 17 48

Sitio anatomico 0,000
Superficial 77 206 283

Profundo 141 52 193

BA = bidpsia por agulha grossa; BC = bidpsia cirurgica
Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram

encontradas em relagéo a idade (os pacientes do grupo de BA s&o mais velhos
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que os pacientes do grupo de BC), topografia (maior propor¢ao de sitios
extranodais no grupo BA quando comparado ao grupo BC) e sitio anatébmico
(maior proporgéao de bidpsias superficiais no grupo BC, enquanto no grupo BA
predominaram as biopsias profundas).

Nos pacientes submetidos a BA, caracteristicas relacionadas a indicagao

do procedimento e a amostra coletada estdo resumidas na tabela 8.

Tabela 8 - Caracteristicas relacionadas ao procedimento e a amostra coletada nos pacientes
submetidos a BA.

Caracteristicas (casos BA) Sitio anatémico  Sitio anatébmico Total P
superficial profundo

Indicagido formal de BA 0,000

Sim 19 141 160

Nao 58 0 58

Calibre da agulha 0,000

14 5 2 7

16 33 25 58

18 38 111 149

20 1 3 4

Numero frag. (media/ mediana) 4,7/ 4,0 4,8/ 4,0 - 0,571

Comprimento frag. (media/ 4,9cm/ 4,2 cm 51cm/4,5cm - 0,215

mediana)

Exame de imagem para guiar 0,000

us 68 20 88

TC 7 116 123

BA = bidpsia por agulha grossa, frag. = fragmentos, US = ultrassom, TC = tomografia
computadorizada

Como esperado, o calibre da agulha utilizado diferiu significativamente
entre os grupos de sitios anatdmicos superficiais e profundos, com agulhas mais
calibrosas sendo utilizadas para bidpsias de sitios superficiais. O US foi usado
com maior frequéncia para guiar bidpsias superficiais, enquanto a TC foi usada
com maior frequéncia para guiar bidpsias profundas. O numero médio de
fragmentos e o comprimento total dos fragmentos n&o diferiram
significativamente entre os grupos.

4.1.2 Descricao dos aspectos anatomopatoldgicos

Ao todo foram incluidos no estudo 353 (74,2%) casos internos e 123
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(25,8%) revisdes de casos externos.
A figura 4 mostra a distribuigdo casos internos ao longo dos anos (total e
por tipo de bidpsia), bem como o numero de casos com desempenho diagndstico

diferente de 4.

Distribuicdo dos casos internos (total e por tipo de
bidpsia) ao longo dos anos

120 106
100
80
60
40
20

EEEE Total  mmmmmm BA BC DD dif4  ceceeeeee Exponencial (BA)

Figura 4 - Distribuigdo do total e por tipo de bidpsia dos casos internos ao longo dos anos, bem
como o numero de casos com desempenho diagnoéstico diferente de 4. BA = bidpsia por agulha
grossa, BC = bidpsia cirurgica, DD dif 4 = desempenho diagnéstico diferente de 4.

Conforme observado, houve tendéncia ao aumento proporcional no
numero de casos de BA ao longo dos anos, enquanto o numero de casos com
desempenho diagndstico diferente de 4, apos uma tendéncia de aumento inicial,
diminuiu e manteve-se estavel na sequéncia.

Em 450 (94,5%) pacientes foi possivel obter diagnostico definitivo com
subclassificagdo completa das entidades (desempenho diagndstico = 4). Em 14
(2,9%) pacientes, o resultado da bidpsia permitiu o inicio do tratamento, embora
ndo tenha sido suficiente para subclassificagdo completa (desempenho
diagnostico = 3). Considerando-se estes aspectos, em 97,4% dos casos a
primeira biopsia realizada foi suficiente para permitir que os pacientes
recebessem tratamento. A tabela 9 mostra resumo da distribuicido das amostras

de BA e BC entre os casos internos e de revisao e faz comparacdo do
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desempenho diagndstico geral em materiais internos e de revisao.

Tabela 9 - Comparagao da distribuicdo dos casos de BA e BC entre amostras originais e de
revisdo e comparagao do desempenho diagnostico entre amostras originais e de reviséo.

Caracteristicas Material Material de Total P
interno revisao

Tipo de amostra 0,000

BA 193 25 218

BC 160 98 258

Desempenho diagnéstico 0,896

4 -Diagnéstico definitivo 334 (94,6%) 116 (94,3%) 450 (94,5%)

3- Permite tratamento 10 4 14

2- Define linhagem 1 0 1

1- Benigno x maligno 4 0 6

0- Inconclusivo 4 3 7

Total 353 123 476

BA = bidpsia por agulha grossa, BC = bidpsia cirurgica.

Proporcao significativamente maior das amostras de revisdo de casos
externos (79,7%) era constituida por BCs quando comparado as amostras
internas (45,3%). N&o houve diferenga estatisticamente significativa quando
comparados casos em que foi possivel chegar a um diagndéstico completo com
subclassificagcdo (DD=4) e casos em que nao foi possivel subclassificacdo
(DD=0,1,2 e 3) entre amostras internas e de reviséo.

Em 19 pacientes foi realizada mais de uma bidpsia. Em 9 pacientes o tipo
de bidpsia na repeticao foi a BC e em 10 pacientes foi a BA. Em todos os casos
que tiveram a biopsia repetida foi obtido diagndstico completo com
subclassificagcdo em entidades. A figura 5 mostra a distribuicdo dos pacientes

com mais de uma bidpsia em relagdo ao motivo que justificou sua indicagao.
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Repeticdes de bidpsias

1;5%

6;32% '

9; 47%
3;16%

m Realizagdo posterior de exames de imagem com achados mais suspeitos
Material limitado ou insuficiente para diagndstico
Desejo de obtengdo de material interno (amostra original de revisdo)

Suspeita de recidiva

Figura 5 - Distribuicdo dos pacientes com mais de uma bidpsia em relagdo ao motivo que
justificou sua indicagéo.

Informacgdes relativas aos exames complementares realizados de acordo

com o tipo de bidpsia estao descritas na tabela 10.

Tabela 10 - Exames complementares realizados nas amostras obtidas por BA e BC.

Exame complementar BA BC Total P
Imuno-histoquimica 210 (96,3% das BAs) 236 (91,47% das BCs) 446 0,024
IFT CMF 149 (77,2% das BAs)* 88 (55% das BCs)* 237 0,000
Conclusivo 141 88 229 0,027
Inconclusivo 8 0 8
Hibridizagao in situ EBV 102 (46,8% das BAs) 119 (46,1% das BCs) 221 0,880
Clonalidade de linfécitos B 0 1 1 1,000
Clonalidade de linfécitos T 0 3 3

FISH 20 (9,2% das BAs) 25 (9,7% das BCs) 45 0,850
t(14;18) 1 2 3

t(11;14) 0 4 4

Painel linfoma alto grau™ 19 19 38

BA = bidpsia por agulha grossa, BC = biépsia cirurgica, IFT CMF = imunofenotipagem por
citometria de fluxo, EBV = virus Epstein-Barr, FISH = hibridizacao in situ fluorescente.

* Calculo de porcentagem nesta categoria realizado em relagao a biodpsias internas, ja que este
exame nao pode ser feito em amostras de revisao.

** Composto pela pesquisa do rearranjo nos genes cMYC, BCL6 e BCL2.

Entre os exames complementares realizados, tanto a IHQ quanto a IFT
CMF foram significativamente mais realizadas no grupo das BAs. A taxa de
resultados inconclusivos de IFT CMF também foi significativamente maior no
grupo das BAs.

Os diagnésticos finais obtidos apds a revisdo da patologia por ordem de
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frequéncia estao citados na tabela 11. A tabela 12 € uma versao simplificada que

agrupa alguns diagnodsticos em categorias para facilitar a visualizagdo da

frequéncia de forma mais abrangente.

Tabela 11 - Sumario da distribuicdo dos diagnésticos finais por frequéncia na casuistica

estudada.

Diagnoéstico N. de casos
Linfoma de Hodgkin classico 101
Benigno 60
Linfoma folicular grau 1/2 41
Linfoma difuso de grandes células B, centro germinativo 39
Linfoma difuso de grandes células B, ndo centro germinativo 38
Linfoma folicular grau 3 37
Linfoma difuso de grandes células B, primario do mediastino 17
Linfoma linfocitico 17
Linfoma de células do manto 14
Linfoma de Burkitt 13
Linfoma folicular + linfoma difuso de grandes células B 11
Doenga linfoproliferativa pés-transplante 9
Linfoma de Hodgkin, predominancia linfocitica nodular 8
Linfoma B de alto grau SOE 7
Linfoma de células T angioimunoblastico 7
Linfoma de grandes células B, rico em células T e histidcitos 7
Linfoma da zona marginal 6
Linfoma de células T periféricas SOE 6
Linfoma linfoblastico de imunofendtipo T 6
Linfoma B de alto grau, com rearranjo do MYC e do BCL2 5
Linfoma de grandes células anaplasicas ALK negativo 5
Linfoma difuso de grandes células B EBV positivo 4
Inconclusivo 4
Linfoma linfoblastico de imunofendtipo B 3
Linfoma de células B inclassificavel, com caracteristicas intermediarias entre

LDGCB e Hodgkin 2
Linfoma de grandes células anaplasicas ALK positivo 2
Linfoma linfoplasmocitico 2
Linfoma B de alto grau, com rearranjo do MYC, do BCL2 e do BCL6 1
Linfoma da zona marginal + LDGCB 1
Linfoma difuso de grandes células B (associado a translocacao do IRF47?) 1
Linfoma/ leucemia de células T do adulto 1
Neoplasia de células T maduras (leucemia de células granulares grandes?) 1
Total 476
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Tabela 12 — Sumario simplificado da distribuicdo dos diagndsticos finais agrupados em

categorias por frequéncia na casuistica estudada.

Diagnoéstico N. de casos
Linfoma de Hodgkin classico 101
Linfoma difuso de grandes células B 101
Linfoma folicular 78
Benigno 60
Linfoma difuso de grandes células B, primario do mediastino 17
Linfoma linfocitico 17
Linfoma B de alto grau 15
Linfoma de células do manto 14
Linfoma de Burkitt 13
Doenga linfoproliferativa pés-transplante 9
Linfoma de Hodgkin, predominancia linfocitica nodular 8
Linfoma de células T angioimunoblastico 7
Linfoma da zona marginal 6
Linfoma de células T periféricas SOE 6
Linfoma linfoblastico de imunofendtipo T 6
Linfoma de grandes células anaplasicas ALK negativo 5
Inconclusivo 4
Linfoma linfoblastico de imunofendtipo B 3
Linfoma de grandes células anaplasicas ALK positivo 2
Linfoma linfoplasmocitico 2
Linfoma/ leucemia de células T do adulto 1
Neoplasia de células T maduras (leucemia de células granulares grandes?) 1
Total 476
4.2 Resultados analiticos
4.2.1 De acordo com os objetivos principais
1) Avaliacdo da aplicabilidade dos critérios da classificagdo das

doencas linfoproliferativas segundo a OMS 2017 em bidpsias por agulha grossa

(BA).

Foi demonstrada aplicabilidade dos critérios da OMS em amostras de BA

levando-se em consideracdo a possibilidade de subclassificagdo completa em

entidades especificas de acordo com a OMS neste tipo de bidpsia.
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Representantes de todos os subgrupos de entidades conseguiram ser
adequadamente diagnosticados com subclassificagdo completa neste estudo. A
tabela 13 mostra a distribuicdo do numero de casos diagnosticados entre os

subgrupos de entidades em amostras de BA:

Tabela 13 - Distribuigdo do niumero de casos diagnosticados em BA em cada subgrupo de
entidades.

Subgrupos de entidades BA
1- Benigno - 15
2- Linfoma de Hodgkin classico . 47
3- Linfoma de Hodgkin, PLN 1

4- Linfoma de células B pequenas 21
5- Linfoma de células B grandes 62
6- Linfoma de células B intermediarias/ blastoides 22
7- Linfoma de células T 10
8- Linfoma folicular 39

BA = bidpsia por agulha grossa, Linfoma de Hodgkin, PLN = Linfoma de Hodgkin, predominancia
linfocitica nodular.

2) Comparacéao do desempenho diagndstico nas bidpsias cirurgicas e
biépsias por agulha grossa
A distribuicdo dos casos de BA e BC de acordo com o desempenho

diagndstico esta especificada na tabela 14.

Tabela 14 - Distribuigao dos casos de BA e BC de acordo com o desempenho diagnodstico.

Desempenho diagnéstico (DD) BA BC Total P
Nao satisfatorias 9 (4,1%) 3 (1,2%) 12 (2,5%)

0 - Inconclusivo 4 3 7

1 - Benigno x maligno 4 0 4

2 - Classifica em linhagem 1 0 1

Satisfatorias 209 (95,9%) 255 (98,8%) 464 (97,4%) 0,049
3 - Permite inicio de tratamento 10 (4,6%) 4 (1,6%) 14 (2,9%)

4 - Subclassificagdo completa 199 (91,3%) 251 (97,3%) 450 (94,5%) 0,010

BA = bidpsia por agulha grossa, BC = bidpsia cirurgica

Foi possivel estabelecer diagnéstico com subclassificagdo completa
(DD=4) em 251 de 258 (97,3%) casos de BC e em 199 de 218 (91,3%) casos de

BA (P=0,010).



45

Se consideradas as bidpsias em que nao foi possivel subclassificagao
completa, porém os dados obtidos permitiram inicio de tratamento (DD=3), 255
de 258 casos de BC (98,8%) podem ser considerados satisfatorios em
comparagao com 209 de 218 casos de BA (95,9%) P=0,049.

Quando analisadas separadamente amostras internas e de revisao de
casos externos em relagao a capacidade de subclassificagdo completa (DD=4),
observa-se que amostras originais obtiveram maiores indices de
subclassificagdo completa quando comparadas a amostras de revisao, tanto em
BAs quanto em BCs, no entanto, esta diferenca ndo foi estatisticamente

significativa, conforme descrito na tabela 15.

Tabela 15 - Comparagéo dos casos em que foi possivel estabelecer subclassificagcdo completa
(DD=4) e aqueles em que nao foi (DD=4) entre materiais originais e de revisdo em BAs e BCs.

Tipo de amostra DD=4 DD=4 Total P

BA (N=218) 0,536
Original 177 (91,7%) 16 (8,3%) 193

Revisédo 22 (88%) 3 (12%) 25

BC (N=258) 0,289
Original 157 (98,1%) 3(1,9%) 160

Revisédo 94 (95,9%) 4 (4,1%) 98

BA = bidpsia por agulha grossa, BC = bidpsia cirirgica, DD = desempenho diagndstico.

Descrigdo dos casos de BA com desempenho diagndéstico diferente de 4
(néo permitiram subclassificagdo completa)

Satisfatorias (desempenho diagnéstico = 3)

Em 10 pacientes do grupo BA nao foi possivel chegar a um diagndéstico
completo com subclassificagdo das entidades, entretanto, o diagnéstico foi
suficiente para o inicio do tratamento. Em apenas 1 destes pacientes a bidpsia
foi repetida, sendo um caso de linfoma folicular com transformagéao para linfoma

difuso de grandes células B, no qual nao foi possivel graduar o componente do
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linfoma folicular. Embora n&o fosse necessario para o tratamento, a equipe
clinica preferiu confirmacgao do diagndstico em material de BC. As caracteristicas
clinicas e diagndsticos dos pacientes que obtiveram DD=3 em amostras de BA

estao detalhados na tabela 16.

Tabela 16 - Caracteristicas clinicas e diagnéstico dos 10 pacientes do grupo de BA que obtiveram
desempenho diagnéstico = 3.

Repetiu Tipo de

Diagnéstico Idade Sexo Topografia BX BX rep. Antecedente
LDGCB 69 M Partes moles / pleura Nao LDGCB nao CG
LDGCB 63 F LN retroperitoneal Nao

LDGCB (primario mediastino?) 23 F Mediastino Nao

LDGCB (primario mediastino?) 42 M Mediastino Nao

Linfoma folicular + LDGCB 70 F LN mesentérico Sim BC

Linfoma céls B dif plasmocitica 69 F Pulméo Nao

Linfoma céls B pequenas 68 F LN retroperitoneal Nao

Linfoma céls T maduras (LCGG?) 70 M Figado Nao LCGG
Linfoma folicular 66 M LN retroperitoneal Nao

Neoplasia CD30+ (LGCA ALK-?) 46 M LN cervical Nao LGCA ALK-

Legenda: BX (biopsia), LDGCB (Linfoma difuso de grandes células B), LCGG (Leucemia de
células granulares grandes), LGCA (Linfoma de grandes células anaplasicas), LN (linfonodo),
CG (centro germinativo), rep.(repeticao).

Né&o-satisfatorias (desempenho diagnéstico = 0, 1 e 2)

Em 9 pacientes no grupo BA, a biopsia foi considerada nao-satisfatoria. Foi
realizada repeticao da bidépsia em 8 dos 9 pacientes. O caso considerado nao-
satisfatério que nao teve repeticdo da biopsia nesta instituicdo obteve o
diagndstico de proliferagao linfoide atipica, suspeita para linfoma de Hodgkin
classico. Em todos os casos em que a biopsia foi repetida, foi possivel chegar a
um diagnostico final. As caracteristicas clinicas e os respectivos diagndsticos

finais de cada um desses pacientes estdo descritos na tabela 17.
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Tabela 17 - Caracteristicas clinicas e diagnéstico dos 9 pacientes do grupo de BA que obtiveram
amostras consideradas nao-satisfatérias (desempenho diagndstico =0, 1 e 2).

Repetiu Tipo de bx

Diagnéstico final Idade Sexo Topografia BX rep. Antecedente
Suspeito Hodgkin classico 79 F LN inguinal nao

Hodgkin classico 43 F LN retroperitoneal  sim BA Hodgkin classico
Hodgkin classico 25 M LN cervical sim BC

Hodgkin classico 27 F Mediastino sim BC

Hodgkin classico 33 M Mediastino sim BA

Hodgkin classico 45 F LN cervical sim BC

LDGCB CG 61 M LN cervical sim BC LDGCB

Linfoma céls T perif SOE 58 M LN inguinal sim BA

LDGCB 32 F LN retroperitoneal  sim BC

BX = bidpsia, rep. = repeticao, LDGCB CG = linfoma difuso de grandes células B, subgrupo
imuno-histoquimico do tipo centro germinativo, Linfoma céls T perif SOE = linfoma de células T
periféricas, sem outras especificagdes, LDGCB = linfoma difuso de grandes células B, BA =
biépsia por agulha grossa, BC = bidpsia cirurgica.

Descrigéo dos casos de biopsias cirurgicas com desempenho diagnostico
diferente de 4

Satisfatorias (desempenho diagnéstico = 3)

Nenhuma das 4 BCs com desempenho diagnéstico = 3 foi repetida. As
caracteristicas clinicas dos pacientes e seus respectivos diagndsticos estéo

detalhados na tabela 18.

Tabela 18 - Caracteristicas clinicas e diagnéstico dos 4 pacientes do grupo de BC que obtiveram
desempenho diagnéstico = 3.

Diagnéstico Idade Sexo Topografia  Antecedente
Linfoma peq. céls. B 62 F LN axilar LLC

Linfoma grandes céls B. IRF4? 37 M LN cervical

Linfoma peq. céls. B 67 F LN axilar

LDGCB 84 M Pleura LLC

Linfoma peq. céls. B = linfoma de pequenas células B, LN = linfonodo, LLC = leucemia linfocitica
cronica/ linfoma linfocitico, linfoma grandes céls B IRF4 = linfoma de grandes células B com
rearranjo do IRF4, LDGCB = linfoma difuso de grandes células B.

Né&o-satisfatorias (desempenho diagnéstico = 0, 1 e 2)

Nenhuma das 3 BCs consideradas nao-satisfatorias foi repetida nesta
instituicdo. Como em todos os casos a clinica favorecia processo reativo, nao foi
feita repeticdo e foi optado pelo acompanhamento clinico dos pacientes. As

caracteristicas e os respectivos diagnosticos finais de cada um desses casos
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estao descritos na tabela 19.

Tabela 19 - Caracteristicas clinicas e diagnéstico dos 3 pacientes do grupo de BC que obtiveram
amostras consideradas nao-satisfatérias (desempenho diagndstico =0, 1 e 2).

Apresentagao
Diagnéstico Idade Sexo  Topografia Antecedente sugere linfoma?
Reacional x LZM 23 F LN cervical nao
PLA + Linfadenite IGG4 67 M LN cervical nao
PLA com plasmdécitos 66 F LN cervical dc auto-imune  nédo

LZM = linfoma da zona marginal, PLA = proliferagéo linfoide atipica, F = feminino, M = masculino,
LN = linfonodo, d¢ = doenca.

4.2.2 De acordo com os objetivos secundarios
1) Contribuicao relativa da clinica/ radiologia e dos demais exames
complementares nos diferentes tipos de material (BA e BC)
A tabela 20 mostra a distribuicdo geral das contribuicdes relativas da
clinica/ radiologia e dos demais exames complementares no diagndstico em
amostras de BA e BC. Interessante ressaltar que em nenhum caso, as

informacgdes clinicas ou os exames complementares prejudicaram o diagnéstico.

Tabela 20 - distribuicdo geral das contribuigdes relativas da clinica/ radiologia e dos demais
exames nas amostras de BA e BC:

Clinica (n=476) HQ (n=446) IFT CMF  (n=237) Outros (n=270)
Contribuigéo BA BC P BA BC P BA BC P BA BC P
0 - indiferente 0 0 0 0 35 20 5 3
1 - prejudicou 0 0 0 0 0 0 0 0
2 - auxiliou 173 239 0 0 96 62 107 122
3 - imprescindivel 45 19 0,000 210 236 0,024 18 6 0,165 10 23 0,058
Total 218 258 210 236 149 88 122 148

BA = bidpsia por agulha grossa, BC = bidpsia cirurgica, IHQ = imuno-histoquimica, IFT CMF =
imunofenotipagem por citometria de fluxo.

Contribuig&o relativa da clinica / radiologia

Os dados clinicos e achados radiolégicos foram considerados
imprescindiveis para o diagnostico em 45 de 218 casos de BA (20,6%) e em 19
de 258 casos de BC (7,4%) P<0,001. A tabela 1 do anexo 5 cita os casos de BA
e a tabela 2 do anexo 5 cita os casos de BC em que as informacgdes clinicas/

radiolégicas foram consideradas imprescindiveis para o diagnéstico e o0 motivo
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que levou a essa concluséo.

A imagem 2 ilustra um caso de BA de paciente portador de sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), com doencga linfoproliferativa polimérfica
semelhante a DLPT, no qual a informagéao clinica sobre a imunodeficiéncia foi

considerada imprescindivel para o diagndstico.

Imagem 2 — Caso 161 — Linfonodo retroperitoneal. Exemplo de doenga linfoproliferativa
polimérfica semelhante a DLPT em paciente HIV positivo. A) H&E mostrando populagéo celular
polimérfica. B) HIS EBV mostrando positividade para EBV em subpopulagao de células.

A imagem 3 ilustra um caso de BC em paciente com proliferagéo linfoide
com numerosos plasmaocitos, no qual a informagdo clinica sobre doenga
autoimune em atividade foi considerada imprescindivel para o diagndstico de

linfadenopatia autoimune.
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Imagem 3 — Caso 371 — Linfonodo cervical. Exemplo de proliferagéo linfoide com numerosos
plasmécitos, compativel com linfadenopatia autoimune. A) H&E mostrando alguns foliculos
linfoides. B) CD138 ressaltando o componente de plasmacitos.

Contribuig¢&o relativa da imuno-histoquimica

Estudo imuno-histoquimico foi imprescindivel para o diagndstico em 446
casos (93,7%). Os casos em que o exame nao foi realizado foram aqueles
considerados indubitavelmente benignos na avaliagdo morfoldgica inicial em
conjunto com os dados obtidos da clinica/ radiologia e da imunofenotipagem por
citometria de fluxo, quando disponivel. A IHQ foi considerada dispensavel em 8
casos de BA, sendo que em 4 deles a IFT CMF foi realizada e corroborava a
auséncia de populagao clonal e em 22 casos de BC, dos quais nenhum possuia
exame de IFT CMF. A IHQ foi considerada imprescindivel em 210 dos 218 casos

de BA (96,3%) e em 236 dos 258 casos de BC (91,5%) P=0,024.

Contribuig¢éo relativa da imunofenotipagem por citometria de fluxo

O exame de imunofenotipagem por citometria de fluxo (IFT CMF) foi
realizado em amostras de 237 pacientes, sendo 149 BA e 88 BC.
Proporcionalmente, 77,2% dos pacientes que foram submetidos a BA tiveram

material encaminhado para IFT CMF, em comparagéo com 55% dos pacientes
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submetidos a BC P<0,001 (tabela 10). Em relagao a contribuigao, a IFT CMF foi
considerada imprescindivel para o diagnostico em 24 de 237 casos (10,1%),
sendo 18 de 149 amostras de BA (12%) em comparagéo com 6 de 88 amostras
de BC (6,8%) P=0,165. A IFT CMF contribuiu de alguma forma, auxiliando o
diagnostico em 66,7% dos casos em que foi realizada. As tabelas 3 e 4 do anexo
5 relacionam os casos em que a IFT CMF foi considerada imprescindivel para o
diagndstico nas BAs e BCs, respectivamente, juntamente com o motivo que
justificou a inclusédo nesta categoria.

A imagem 4 ilustra um caso de BA com diagnéstico de linfoma linfoblastico
T, TDT negativo, no qual a IFT CMF foi imprescindivel para a seguranga do
diagndstico, confirmando a natureza imatura da neoplasia, ao demonstrar CD3

em padrao citoplasmatico e dupla negatividade CD4/CD8.
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Imagem 4 — Caso 41 — Partes moles (gluteo). Exemplo de linfoma linfoblastico T, TDT negativo.
A) H&E. B) CD3, C) TDT e D) Ki67.

A imagem 5 ilustra um caso de BC de dificil interpretagcdo em que a IFT
CMF foi considerada imprescindivel para o diagnéstico final de infiltragao parcial
de linfonodo por neoplasia de células B pequenas e maduras. A IFT CMF auxiliou
na identificacdo precisa da populagdo neoplasica, com perfil imunofenotipico

compativel com tricocitoleucemia.
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Imagem 5 — Caso 52 — Linfonodo retroperitoneal. Linfonodo apresentando infiltragao parcial por
neoplasia de células B pequenas e maduras. A) H&E demonstra preservacao arquitetural
relativa, porém com infiliragdo de capsula e tecido adiposo adjacente. B) CD21 mostrando
arquitetura folicular preservada. C) CD20 mostrando a distribui¢do dos linfocitos B e D) CD3
mostrando a distribuicao dos linfécitos T.

Contribuicéo relativa dos demais exames complementares

Outros exames complementares além da IHQ e IFT CMF foram
considerados imprescindiveis para o diagnostico em 10 de 122 casos de BA
(8,2%) e em 23 de 148 casos de BC (17,3%) P=0,058. As tabelas 5 e 6 do anexo
5 relacionam os casos em que estes exames foram considerados
imprescindiveis para o diagndstico nas BAs e BCs, respectivamente, com o
motivo que justificou a inclusdo nesta categoria.

A imagem 6 mostra o exemplo de linfoma difuso de grandes células B, EBV
positivo, no qual a demonstragdo da associacdo com o EBV pelo método de

hibridizagao in situ foi imprescindivel para o diagnéstico.
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Imagem 6 — Caso 470 — Linfonodo cervical. Exemplo de linfoma difuso de grandes células B,
EBV positivo. A) H&E mostrando predominio de células grandes em meio a fundo polimorfico,
fibrose e areas de necrose. B) Positividade para EBV na maior parte das células pelo método de
HIS.

A imagem 7 mostra exemplo de Linfoma B de alto grau com rearranjo do
MYC e do BCL2, no qual a demonstragédo dos rearranjos pelo método de FISH

foi essencial para o diagndstico final.

Imagem 7 — Caso 135 — Linfonodo cervical. Exemplo de Linfoma B de alto grau com rearranjo
do MYC e do BCL2. A) H&E mostrando neoplasia composta por células intermediarias a grandes.
B) Ndcleo em intérfase apresentando rearranjo IGH/BCL2 demonstrado por meio de sonda do
tipo dual fusion para os dois genes, na qual o sinal vermelho corresponde ao gene BCL2 e o
sinal verde corresponde ao gene IGH. Os sinais verde e vermelho separados indicam os alelos
normais, enquanto o par de sinais verde e vermelho juntos indicam os alelos rearranjados. C)
Nucleo em intérfase apresentando rearranjo do gene cMYC por meio de sonda break apart, na
qual um sinal de fusdo representa o alelo normal e os sinais verde e vermelho separados
representam o alelo rearranjado.
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2) Comparacgédo da capacidade diagnostica dos diferentes tipos de
material em diferentes categorias morfolégicos e em diferentes subgrupos de
entidades

Antes de analisar a capacidade diagnéstica dentro das categorias
morfoldgicas e subgrupos de entidades, sera apresentada nas figuras de 6 a 10
a distribuicdo dos subgrupos de entidades e respectivos diagndsticos em cada

uma das categorias morfolégicas observadas.

Categoria morfoldgica 1 (predominio de células pequenas)
1, 1%

2; 3%

= Linfoma de células B pequenas = Linfoma folicular Inconclusivo Linfoma de células T

Figura 6 - Distribuicdo dos subgrupos de entidades que se enquadraram na categoria morfolégica
1.

Na categoria morfolégica 1, a maior parte dos casos correspondeu aos
subgrupos de entidades do linfoma folicular e do linfoma de células B pequenas.
Um caso de linfoma de células T foi enquadrado nesta categoria e se tratava de

infiltracdo hepatica por leucemia de células granulares grandes (LCGG).
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Categoria morfoldgica 2 (células pequenas e grandes)
2: 2% " 22% = 1;1%

9; 8% \\

= Benigno = Linfoma folicular Linfoma de células T

Linfoma de células B grandes = Linfoma de células B pequenas = Inconclusivo

Figura 7 - Distribuicdo dos subgrupos de entidades que se enquadraram na categoria morfoldgica
2.

Na categoria morfolégica 2 a maior parte dos casos correspondeu aos
subgrupos de entidades benigno e linfoma folicular. O subgrupo linfoma de
células T veio em terceiro lugar, representado por linfoma de células T
angioimunoblastico (n=6) e linfoma de células T periféricas SOE (n=3). Foram
observados 2 casos do subgrupo de linfomas de células B pequenas, sendo
representados por linfoma de zona marginal com aumento no contingente de
células grandes (n=1) e linfoma linfocitico com centros de proliferagdo grandes
e confluentes e maior atividade mitética (n=1). Foram observados também dois
representantes do subgrupo de linfoma de células B grandes, sendo um caso de
linfoma difuso de grandes células B com componente de linfoma de zona
marginal associado (provavel transformagéo) e um caso de linfoma de grandes

células B EBV positivo.
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Categoria morfoldgica 3 (predominio de células grandes)

3;2% 1;1%

"9 7%

= Linfoma de células B grandes = Linfoma de células T

Linfoma folicular Linfoma de Hodgkin cldssico

Figura 8 - Distribuicdo dos subgrupos de entidades que se enquadraram na categoria morfologica
3.

Na categoria morfolégica 3 a maior parte dos casos correspondeu ao
subgrupo de linfoma de grandes células B. Nove casos do subgrupo de linfoma
de células T foram classificados nesta categoria e representados por linfoma de
grandes células anaplasicas ALK negativos (n=4), linfoma de grandes células
anaplasicas ALK positivos (n=2), linfoma de células T periféricas SOE (n=2) e
linfoma/ leucemia de células T do adulto (n=1). Foram observados trés casos do
subgrupo linfoma folicular, todos correspondendo a linfoma folicular grau 3B e
um caso do subgrupo linfoma de Hodgkin classico, sendo classificado como

deplecéo linfocitaria.
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Categoria morfoldgica 4 (células intermediarias/ blastoides)

1;3%

1; 2%

" 2:5%

m Linfoma de células intermediarias/blastoides = Linfoma de células B pequenas

Linfoma folicular Linfoma de células B grandes

Figura 9 - Distribuicdo dos subgrupos de entidades que se enquadraram na categoria morfolégica
4.

A categoria morfologica 4 correspondeu, em sua maior parte, ao subgrupo
de linfomas de células intermediarias e com morfologia blastoide que néo se
enquadravam em nenhum outro subgrupo de entidades especifico e que, nessa
casuistica, foram representados pelo linfoma de Burkitt (n=13), doenca
linfoproliferativa pds-transplante monomérfica do tipo linfoma de Burkitt (n=6),
linfoma B de alto grau com morfologia blastoide (n=7) e linfoma linfoblastico
(n=9). Foram encontrados dois casos do subgrupo de linfomas de células B
pequenas, que se tratavam de linfoma de células do manto com morfologia
blastoide, um caso do subgrupo de linfoma de células B grandes, representado
por um caso de sindrome de Richter em que a maior parte do componente
transformado era composto por células grandes e com morfologia blastoide e um

caso do subgrupo do linfoma folicular que apresentou morfologia blastoide.
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Categoria morfoldgica 5 (células grandes em fundo

inflamatério rico)
3; 2% = 1;1%

|

" 8 6% \

8 7% " 1;1%

m Linfoma de Hodgkin classico = Linfoma de Hodgkin, PLN Linfoma de grandes células B

Linfoma de células T = Linfoma folicular = Inconclusivo

Figura 10 - Distribuicdo dos subgrupos de entidades que se enquadraram na categoria
morfologica 5. Linfoma de Hodgkin, PLN = Linfoma de Hodgkin, predominancia linfocitica
nodular.

Na categoria morfolégica 5 a maior parte dos casos correspondeu ao
subgrupo de linfoma de Hodgkin classico e linfoma de Hodgkin, PLN. Foram
encontrados 8 casos do subgrupo linfoma de grandes células B representados
por linfoma de grandes células B rico em células T e histiocitos (n=6) e linfoma
de grandes células B inclassificavel, com caracteristicas intermediarias entre o
linfoma difuso de grandes células B e o linfoma de Hodgkin classico (n=2). Trés
casos do subgrupo de linfoma de células T foram enquadrados nessa categoria,
correspondendo a linfoma de células T angioimunoblastico (n=2) e linfoma de
grandes células anaplasicas ALK negativo (n=1). Além disso, um caso do
subgrupo de linfoma folicular com componente de células de Reed-Sternberg
simile também foi enquadrado nessa categoria.

A tabela 21 mostra o numero de casos de BA e BC e a porcentagem

distribuida nas categorias morfoldgicas e subgrupos de entidades.
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Tabela 21 - Numero de casos e porcentagem distribuida nas categorias morfoldgicas e
subgrupos de entidades em BAs e BCs.

BA (n=218) BC (n=258) Total (n=476) P

Categorias morfolégicas

1- Predominio pequenas células 41 (18,8%) 37 (14,3%) 78 0,193
2- Células pequenas e grandes 38 (17,4%) 72 (27,9%) 110 0,006
3- Predominio grandes células 62 (28,4%) 66 (25,6%) 128 0,484
4- Células intermediarias/ blastoides 24 (11,1%) 15 (5,8%) 39 0,043
5- Células grandes em fundo inflamatério rico 53 (24,3%) 68 (26,4%) 121 0,609
Total 218 258 476

Subgrupos de entidades

0- Inconclusivo 1(0,5%) 3 (1,2%) 4 0,384
1- Benigno 15 ¢6,9%) 45 (17,4%) 60 0,000
2- Linfoma de Hodgkin classico 47 (21,5%) 54 (20,9%) 101 0,867
3- Linfoma de Hodgkin, PLN 1 (0,5%) 7 (2,7%) 8 0,042
4- Linfoma de células B pequenas 21 (9,6%) 21 (8,2%) 42 0,569
5- Linfoma de células B grandes 62 (28,4%) 64 (24,8%) 126 0,372
6- Linfoma de células intermediarias/ blastoides 22 (10,1%) 13 (5%) 35 0,039
7- Linfoma de células T 10 (4,6%) 12 (4,7%) 22 0,974
8- Linfoma folicular 39 (17,9%) 39 (15,1%) 78 0,418

BA = biopsia por agulha grossa, BC = bidpsia cirurgica, Linfoma de Hodgkin, PLN = Linfoma de
Hodgkin, predominancia linfocitica nodular.

Diferenca significativa nos dois tipos de material foi observada entre a
porcentagem de diagndsticos benignos, de casos de Linfoma de Hodgkin PLN e
de casos de linfomas de células intermediarias/ blastoides.

Nos materiais de BA, em relacdo a categoria morfologica, maior
porcentagem de casos com desempenho diagnostico diferente de 4 foi
observada na categoria 5 (proliferacéo linfoide de células pleomoérficas com
fundo inflamatério rico), sendo 7 de 53 (13,2%). Nos materiais de BC, maior
porcentagem de casos foi observada na categoria 1 (proliferagédo linfoide com
predominio de células pequenas), sendo 2 de 37 (5,4%). A distribuicdo do
numero e porcentagem de casos com DD diferente de 4 em categorias

morfolégicas esta ilustrada na tabela 22 e figura 11.
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Tabela 22 - Distribuigdo do niumero de casos com DD diferente de 4 em categorias morfolégicas
em materiais de BA e BC.

Categoria morfolégica BA BC Total P
Células pequenas

Total 41 37 78 0,916
DD diferente de 4 2 2 4

Células pequenas e grandes

Total 38 72 110 0,248
DD diferente de 4 4 3 7

Células grandes

Total 62 66 128 0,123
DD diferente de 4 6 2 8

Células grandes em fundo inflamatério rico

Total 53 68 121 0,005
DD diferente de 4 7 0 7

P 0,364

BA = bidpsia por agulha grossa, BC = bidpsia cirurgica, DD = desempenho diagndstico

Porcentagem de casos com desempenho diagndstico diferente de
4 em relagdo as categorias morfoldgicas

14 13,2
12 10,5
9,7
10
8 P=0,005
5,4
4 ’
6 9 4,2
4 3
2
0
0
Predominio de células  Células pequenase Predominio de células Células grandes em
pequenas grandes grandes fundo inflamatério rico
mBA mBC

Figura 11 - Porcentagem de casos com desempenho diagnéstico diferente de 4 em relagao as
categorias morfoldgicas em materiais de BA e BC. BA = bidpsia por agulha grossa, BC = bidpsia
cirurgica.

Quando analisados apenas os casos considerados n&o-satisfatorios (DD =

0,1 e 2), nas BAs, maior porcentagem esteve na categoria morfolégica 5

(proliferacéao linfoide de células pleomarficas com fundo inflamatério rico), sendo

7 de 53 (13,2%). Nas BCs, todas as biopsias nao-satisfatorias pertenciam a

categoria 2 (proliferacdo linfoide de células pequenas e grandes),
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correspondendo a 3 de 72 (4,2%) casos desta categoria. A distribuicdo do
numero e porcentagem de casos nao-satisfatérios em categorias morfoldgicas

esta ilustrada na tabela 23 e figura 12.

Tabela 23 - Distribuicado do nimero de casos nao satisfatérios em categorias morfolégicas em
BAs e BCs.

Categoria morfolégica BA BC Total P
Células pequenas e grandes

Total 38 72 110 0,077
Nao satisfatorias 0 3 3

Células grandes

Total 62 66 128 0,151
Nao satisfatorias 2 0 2

Células grandes com fundo inflamatorio rico

Total 53 68 121 0,005
Nao satisfatorias 7 0 7

P 0,199

BA = bidpsia por agulha grossa, BC = bidpsia cirurgica

Porcentagem de bidpsias ndo satisfatérias em categorias
morfoldgicas

14 13,2
12
10
8 p=0,005
6 4,2
4 3,2
2 o M-
0
Células grandes com fundo  Predominio de células Células pequenas e
inflamatorio rico grandes grandes
HmBA mBC

Figura 12 - Distribuigdo da porcentagem de casos nao satisfatoérios em categorias morfologicas
em BAs e BCs. BA = biopsia por agulha grossa, BC = bidpsia cirurgica.

Em relacdo aos subgrupos de entidades, nos materiais de BA, maior
porcentagem de casos com capacidade diagndstica diferente de 4 foi observada
no subgrupo de linfoma ndo Hodgkin de células T, 3 de 10 (30%) e, nas BCs, no
subgrupo de linfoma ndo Hodgkin de pequenas células B, 2 de 21 (9,5%). A

distribuicdo do numero e porcentagem de casos com DD diferente de 4 em
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subgrupos de entidades esta ilustrada na tabela 24 e figura 13. A imagem 8
ilustra o exemplo de uma BA inconclusiva, com histologia suspeita para linfoma
de Hodgkin classico em que, apesar do fundo ser compativel, ndo foram

identificadas células neoplasicas diagndsticas na amostra.

Tabela 24 - Numero de casos com desempenho diagnéstico diferente de 4 em relagdo aos
subgrupos de entidades em materiais de BA e BC.

Subgrupo de entidades BA BC Total P
Linfoma de Hodgkin classico

Total 47 54 101 0,018
DD diferente de 4 5 0 - 5

Linfoma de pequenas células B

Total 21 21 42 1,000
DD diferente de 4 2 2 4

Linfoma de grandes células B

Total 62 64 126 0,074
DD diferente de 4 7 2 9

Linfoma de células T

Total 10 12 22 0,038
DD diferente de 4 3 0 3

Linfoma folicular

Total 39 39 78 0,311
DD diferente de 4 1 0 1

P 0,000

BA = bidpsia por agulha grossa, BC = bidpsia cirirgica, DD = desempenho diagndstico.

Porcentagem de casos com desempenho diagndstico diferente de 4 em
relacdo aos subgrupos de entidades

35
30
30
25
20
15 p=0,038
11,3
10,6 95 95
10
p=0,018
5 31 2,6
0 0 0
0 . [ |
Linfoma de Hodgkin Linfoma de Linfoma de grandes Linfoma de células T Linfoma folicular
classico pequenas células B células B
mBA mBC

Figura 13 - Porcentagem de casos com desempenho diagndstico diferente de 4 em relagédo aos
subgrupos de entidades em materiais de BA e BC. BA = biopsia por agulha grossa, BC = biopsia
cirurgica.
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Imagem 8 — Caso 468 — Linfonodo cervical. Exemplo de BA inconclusiva, suspeita para linfoma
de Hodgkin classico. A) H&E em menor aumento mostrando fragmentos de linfonodo com densa
fibrose, por vezes delimitando nédulos. B) H&E maior aumento mostrando fibrose e fundo
inflamatério misto, rico em eosindfilos.

Quando apenas as biopsias consideradas nao-satisfatérias sdo analisadas,
entre as que foram repetidas em nosso servigo (todas provenientes de BA),
maior porcentagem de casos foi observada no subgrupo de Linfoma ndo Hodgkin
de células T, sendo 1 de 10 casos (10%), seguido pelo subgrupo de linfoma de
Hodgkin classico, 5 de 53 casos (9,4%).

A tabela 25 e figura 14 ilustram a distribuicdo de numeros e porcentagem
de bidpsias nao-satisfatérias que foram repetidas em nosso servigo em relagéo

ao total de casos em cada subgrupo de entidades.
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Tabela 25 - Distribuicdo do niumero de bidpsias ndo-satisfatérias (BA) que foram repetidas em
Nosso servigo em relagdo ao total de casos em cada subgrupo de entidades.

Nudmero de bidpsias nao

Subgrupo de entidades satisfatorias Total de bidépsias
Linfoma de Hodgkin classico 5 (9,4%) 53
Linfoma de grandes células B 2 (3,2%) 62
Linfoma de células T 1 (10%) 10

Porcentagem de bidpsias ndo satisfatdrias em relagcdo ao
total de casos em cada subgrupo de entidades (BA)

12

0 10 9,4

8

6

4 3,2

: ]

0

Linfoma de células T Linfoma de Hodgkin Linfoma de grandes células

classico B

Figura 14 - Distribuigdo da porcentagem de bidpsias nao satisfatérias (BA) que foram repetidas
em nosso servigo em relacao ao total de casos em cada subgrupo de entidades. BA = biopsia
por agulha grossa.

3) Comparacéo do resultado e da concordancia da imunofenotipagem
por citometria de fluxo com o diagnéstico final entre as diferentes categorias
morfolégicas e subgrupos de entidades

A IFT CMF foi considerada inconclusiva em 8 amostras, todas provenientes
de BAs, distribuidas em subgrupos de entidades conforme demonstrado na

tabela 26 e figura 15.

Tabela 26 - Namero de biopsias com IFT CMF inconclusiva entre o total de casos com IFT CMF
distribuidos por subgrupos de entidades.

Subgrupo de entidades Ndmero de IFT CMF Total de casos
inconclusivas com IFT CMF

Linfoma de Hodgkin classico 4 (12,1%) 33

Linfoma de grandes células B 3 (7,9%) 38

Linfoma de células intermediarias / morfologia blastoide 1 (6,5%) 16

IFT CMF = imunofenotipagem por citometria de fluxo.
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Biopsias com IFT CMF inconclusiva

m Linfoma de Hodgkin classico
= Linfoma n3do Hodgkin de grandes células B

Linfoma n3o Hodgkin de células intermediarias/ blastoide

Figura 15 - Distribui¢cdo das bidpsias com IFT CMF inconclusiva entre os subgrupos de entidades.
IFT CMF = imunofenotipagem por citometria de fluxo.

Em relagdo a concordancia do resultado da IFT CMF com o diagnéstico
final, em 47 de 237 casos (19,8%) o resultado foi considerado discordante.
Destes, 29 (61,7%) eram linfomas de Hodgkin classico. Todos os 5 casos de
linfoma de Hodgkin, PLN tiveram resultado de IFT CMF discordante (negativo
para populagdo anémala).

A distribuicdo dos casos com IFT CMF discordante de acordo com o total
de casos com IFT CMF nos diferentes subgrupos de entidades em materiais de

BA e BC estao ilustrados na tabela 27 e figura 16.
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Tabela 27 - Distribuicdo dos casos com IFT CMF discordante de acordo com o total de casos
com IFT CMF entre os subgrupos de entidades.

Subgrupo de entidades BA BC Total P
Linfoma de Hodgkin classico

Discordantes 16 (48,5%) 13 (62%) 29 (53,7%) 0,328
Total 33 21 54

Linfoma de Hodgkin, PLN

Discordantes 1 (100%) 4 (100%) 5 (100%) *
Total 1 4 5

Linfoma de pequenas células B

Discordantes 0 (0%) 1(16,6%) 1 (4%) 0,273
Total 19 6 25

Linfoma de grandes células B

Discordantes 5 (13,2%) 4 (21%) 9 (15,8%) 0,467
total 38 19 57

Linfoma de células T

Discordantes 2 (28,6%) 0 (0%) 2 (20%) 0,094
Total 7 3 10

Linfoma folicular

Discordantes 1(3,7%) 0 (0%) 1(2,1%) 0,308
Total 27 20 47

BA = biopsia por agulha grossa, BC = bidpsia cirurgica, Linfoma de Hodgkin, PLN = Linfoma de
Hodgkin, predominancia linfocitica nodular.

Porcentagem de casos com IFT CMF discordante
divididos por subgrupos de entidades em BAs e BCs

120 100 100
100
80 62
60 48,5
28,6
10 132 21 16,6
20 ! . 0 0 3,7 0o
0 - —
Linfoma de Linfoma de Linfoma ndo Linfoma nao Linfoma ndo Linfoma folicular
Hodgkin, PLN Hodgkin classico Hodgkin de Hodgkin de Hodgkin de
grandes células células T pequenas
B células B

mBA mBC

Figura 16 - Porcentagem de casos com IFT CMF discordante distribuidos entre os diferentes
subgrupos de entidades em materiais de BA e BC. BA = bidpsia por agulha grossa, BC = bidpsia
cirurgica, Linfoma de Hodgkin, PLN = Linfoma de Hodgkin, predominancia linfocitica nodular.

Casos em que a IFT CMF teve resultado suspeito (4 de 237) ou que mais
de uma populagdo linfoide anémala foi encontrada (4 de 237), foram
considerados parcialmente concordantes com o diagnéstico do HE + IHQ e

corresponderam a 3,4% dos casos. A imagem 9 ilustra o exemplo de um caso



68

em que duas populagdes linfoides neoplasicas foram identificadas pelo exame
de IFT CMF. O componente de linfoma de baixo grau foi obscurecido na biépsia
pelo componente de linfoma agressivo, que era o predominante. Apds o
resultado da IFT CMF o componente de pequenas células pode ser identificado

na biépsia também.
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Imagem 9 — Caso 459 — Linfonodo inguinal. Linfoma/ leucemia de células T do adulto (ATLL) +
linfoma linfocitico/ LLC. A) H&E mostrando o componente agressivo (ATLL). B) H&E mostrando
componente de baixo grau (LLC) a esquerda e componente agressivo (ATLL) a direita. C) CD3,
D) CD25, E) FOXP3 positivos no componente de ATLL. F) CD20, G) CD23 e H) CD5 positivos
no componente de LLC.

4) Influéncia da qualidade da amostra (comprimento total e numero
de fragmentos) e do calibre da agulha utilizada na BA no desempenho
diagndstico

O comprimento total dos fragmentos no grupo de DD = 4 (subclassificagao
completa) variou de 0,9 a 13,5 cm, com média de 5,1 cm e mediana de 4,4 cm.
Ja no grupo de DD diferente de 4 (ndo permitiu subclassificagdo completa) variou
de 1,4 a 9,3 cm, com média de 4,2 cm e mediana de 3,9 cm.

O numero de fragmentos no grupo de DD = 4 (subclassificagdo completa)
variou de 2 a 12, com média de 4,8 e mediana de 4. Ja no grupo de DD diferente
de 4 (ndo permitiu subclassificagdo completa) variou de 2 a 7 com média de 4,1
e mediana de 4.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre a distribuicdo do
comprimento total dos fragmentos (P=0,161) e a distribuicdo do numero de
fragmentos (P=0,139) em relagao aos grupos de desempenho diagnéstico =4 e

desempenho diagndstico diferente de 4.
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Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre a distribuicdo do
calibre da agulha grossa em relagéo as categorias de desempenho diagndstico
= 4 e desempenho diagndstico diferente de 4 (P=0,243). Entretanto, houve
tendéncia a melhor performance em bidpsias com agulhas mais calibrosas,

como mostra a figura 17.

NuUmero de casos com DD =4 e DD dif 4 entre os diferentes
calibres de agulha

160
140
120
100
80
60
40

20 0 1
0 — —
14 gauge 16 gauge 18 gauge 20 g%uge

mCasoscomDD=4  mCasos com DD dif 4

Figura 17 - Distribuicdo do numero de casos com desempenho diagnéstico (DD) igual a 4 e
desempenho diagndstico (DD) diferente de 4 entre os diferentes calibres de agulha grossa
utilizados. DD = desempenho diagndstico.

5) Influéncia da avaliagdo de representatividade do material por um
patologista durante o procedimento no desempenho diagnéstico de BAs e BCs

Em 270 casos dos 353 casos internos (76,5%) foi realizada avaliagao
intraoperatdria/ intraprocedimento da adequabilidade do material.

No grupo de BAs, 15 dos 170 casos (8,8%) submetidos a avalicdo
intraprocedimento de adequabilidade tiveram desempenho diagnéstico diferente
de 4, comparados com 4 dos 48 casos (8,3%) que nao tiveram avaliagédo
intraprocedimento P=0,914.

No grupo de BCs, 3 dos 100 casos (3%) submetidos a avaliagdo



71

intraoperatoria de adequabilidade tiveram desempenho diagndstico diferente de
4, comparados com 4 dos 158 (2,5%) que nao tiveram avaliagao intraoperatéria
P=0,825.

Nao foi observada diferenga estatisticamente significativa no desempenho
diagndstico entre os casos com avaliacéo intraoperatéria/ intraprocedimento e
0s casos sem avaliagao em BAs e BCs.

6) Influéncia do sitio anatdbmico (superficial ou profundo) no
desempenho diagndstico das BAs

Entre as 141 BAs de sitios anatdmicos profundos, em 13 (9,2%) néao foi
possivel subclassificagdo completa (DD diferente de 4), em comparagdo com 6
das 77 (7,8%) BAs de sitios anatdbmicos superficiais P=0,715.

7) Avaliagao da concordéancia dos subgrupos de entidades no material
BA com os dados clinicos

Benigno

Ao todo, 15 pacientes tiveram o diagndstico de doenga n&o neoplasica /
reacional. A apresentagao clinica do grupo no geral foi considerada concordante,
com excegao de 2 pacientes (13,3%) cujos dados se encontram na tabela 28 a

sequir:

Tabela 28 - Resumo dos dados clinicos dos pacientes com apresentagao discordante no grupo

de benignos.
Diagnéstico Idade Sexo Apresentacao clinica Sitios envolvidos Distribuicdo da doenga SUV  Tamanho
DLPT nao-destrutiva EBV + 64 F Fortemente sugestiva de linfoma  nodal e extranodal mais de uma regido 22,4 3,8
Tuberculose 50 F Sugestiva de linfoma nodal e extranodal mais de uma regido 8,4 2,2

DLPT nao-destrutiva EBV+ = doencga linfoproliferativa pés-transplante nao-destrutiva positiva
para o virus Epstein-Baar, F = feminino, SUV = standard uptake value.
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Linfoma de Hodgkin classico

Ao todo, 47 pacientes tiveram o diagndstico de linfoma de Hodgkin classico.
A apresentagao clinica do grupo, no geral, foi considerada concordante,
chamando a atengao para dois pacientes (4,3%) cujos dados se encontram na

tabela 29 a sequir:

Tabela 29 - Resumo dos dados dos pacientes com peculiaridades clinicas no grupo do LHc.

Diagnéstico Idade Sexo Apresentacéo clinica Sitios envolvidos Distribuicdo da doenca  SUV Tamanho Antecedente
LHc 25 M Sugestiva de linfoma nodal mais de uma regido 24 09 LHc
Richter - LHc 77 M Fortemente sugestiva de linfoma  nodal disseminada 245 5 LLC

LHc = Linfoma de Hodgkin classico, Richter — LHc — Sindrome de Richter com transformacao
para linfoma de Hodgkin classico, SUV = standard uptake value, M = masculino, LLC = leucemia
linfocitica crénica/ linfoma linfocitico.

Linfoma de Hodgkin, predominéncia linfocitica nodular

Apenas 1 paciente compds este grupo, sexo masculino, 33 anos. A
apresentagao clinica foi considerada sugestiva de linfoma. A doenga acometia
predominantemente sitios nodais, com mais de uma regido anatémica acometida
(linfonodomegalias cervicais e axilares). O estadiamento clinico foi [lIA. N&o foi
realizado exame de PET CT e o linfonodo submetido a biépsia mediu 3,9 cm. A
clinica foi considerada concordante.

Linfoma B de pequenas células

Ao todo, 21 pacientes tiveram o diagndstico de linfoma B de pequenas
células. A apresentagao clinica do grupo, no geral, foi considerada concordante,
chamando a atengéo para 3 pacientes (14,3%) cujos dados se encontram na
tabela 30 a seguir.

A imagem 10 ilustra um exemplo de linfoma linfocitico/ LLC acelerada e a
imagem 11 ilustra um exemplo de linfoma linfocitico/ LLC com extensa reacao

granulomatosa associada.
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Tabela 30 - Resumo dos dados dos pacientes com peculiaridades clinicas no grupo dos linfomas

B de pequenas células.

Distribuicao da

Diagnéstico Idade Sexo Apresentagao clinica Sitios envolvidos  doenca Suv Tamanho KI67

LLC com extensa reagdo granulomatosa 60 M Fortemente sugestiva de linfoma nodal e extranodal  mais de uma regido 12,3 3,9cm 20%

Linfoma de células do manto 64 M Fortemente sugestiva de linfoma nodal mais de uma regiéo 15,4 2,8cm 40%

LLC acelerada 58 F Fortemente sugestiva de linfoma nodal mais de uma regiéo 11,5 6 cm 30%
LLC = leucemia linfocitica crdénica/ linfoma linfocitico, SUV = standard uptake value, M =

masculino, F = feminino.
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Imagem 10 — Caso 167 — Linfonodo retroperitoneal - Linfoma linfocitico/ LLC acelerada. A) H&E
mostrando prolifera¢éo linfoide com aumento do contingente de células grandes. B) CD20, C)
CD23, D) CD5 positivos nas células neoplasicas. E.1) KI67 em menor aumento mostrando a
distribuicdo e expansao dos centros de proliferacdo. E.2) KI67 em maior aumento em um centro
de proliferagao.

h

Imagem 11 — Caso 46 — Linfonodo abdominal. Linfoma linfocitico com extensa reacao
granulomatosa associada. A) H&E mostrando reagcao granulomatosa mascarando proliferagao
de pequenos linfocitos. B) CD20 positivo nos linfocitos pequenos, assim como o CD23 (C) e o
CD5 (D).
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Linfoma B de grandes células

Ao todo, 62 pacientes tiveram o diagnéstico de linfoma B de grandes
células. Por ser composto por entidades que, embora parecidas do ponto de
vista  histolégico, apresentam significativas diferengas clinicas e
epidemioldgicas, este grupo foi subdividido em outros 3 grupos para ser melhor
analisado: linfoma difuso de grandes células B primario do mediastino, linfoma B
de alto grau e demais linfomas de grandes células B.

Linfoma difuso de grandes células B primario do mediastino

Este grupo €& composto por 15 pacientes e a clinica do grupo foi
considerada concordante.

Linfoma B de alto grau

Este grupo é composto por 5 pacientes e a clinica do grupo foi considerada
concordante.

Demais linfomas de grandes células B

Este grupo é composto por 42 pacientes. A clinica do grupo no geral foi
considerada concordante. Apenas uma paciente (2,4%) chamou a atencéo
devido a captagdo um pouco mais baixa no PET CT (SUV = 5,2 na leséo
submetida a bidpsia), entretanto, o exame foi realizado em fase posterior a
bidpsia e havia lesbes mais captantes em outras topografias diferentes da que
foi abordada, com SUV de 6,6. Do ponto de vista morfolégico, ndo havia
nenhuma peculiaridade que justificasse a associagdo com uma captagao mais
baixa no PET-CT. A imagem 12 ilustra exemplo de linfoma difuso de grandes
células B, subgrupo imuno-histoquimico ndo centro germinativo com baixa

captacao no PET CT.
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Imagem 12 — Caso 322 — Linfonodo inguinal. Linfoma difuso de grandes células B, subgrupo
imuno-histoquimico ndo centro germinativo com baixa captagdo no PET-CT. A) H&E
mostrando proliferacdao de células grandes. B) CD20, C) KI67 — alto e D) MUM1
positivos.

Linfoma de células de tamanho intermediario/ morfologia blastoide

Ao todo, 22 pacientes tiveram o diagndstico de linfoma de células de
tamanho intermediario/ morfologia blastoide. A clinica do grupo foi considerada
concordante.

Linfoma de células T

Ao todo, 10 pacientes tiveram o diagndstico de linfoma de células T. A
clinica do grupo foi considerada concordante. A imagem 13 ilustra exemplo de

linfoma de células T periféricas, SOE.
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Imagem 13 — Caso 482 — Linfonodo inguinal - Linfoma de células T periféricas SOE. A) H&E.
Expressao de B) CD3 e D) CD4. Perda de expressao de C) CD7.

Linfoma folicular

Ao todo, 39 pacientes tiveram o diagnéstico de linfoma folicular, sendo 25
pacientes (64,1%) com diagnostico de linfoma folicular grau 1/2 e 14 pacientes
(35,9%) com diagndstico de linfoma folicular grau 3. Estes dois subgrupos foram
analisados separadamente.

Linfoma folicular grau 1/2

O grupo é composto por 25 pacientes. A clinica do grupo foi considerada
discordante em 7 pacientes (28%), baseada principalmente no SUV da lesdo,
mais alto do que o esperado para esta categoria, estando maior do que 9 nestes

casos. ApoOs a revisdao destas amostras, ndo foi encontrada nenhuma
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peculiaridade morfolégica que pudesse justificar a associagdo com maior
captacédo ao PET CT. A imagem 14 mostra exemplo de linfoma folicular grau 1

com captacgao ao PET CT mais alta do que o esperado (SUV = 10,1).

Imagem 14 — Caso 112 — Linfonodo cervical - Linfoma folicular grau 1 com captagédo ao PET CT
mais alta do que o esperado (SUV = 10,1). A) H&E menor aumento, mostrando a arquitetura
nodular. B) H&E maior aumento, destacando nédulo composto predominantemente por linfécitos
pequenos.

Linfoma folicular grau 3

O grupo é composto por 14 pacientes. A clinica do grupo foi considerada
discordante em 2 pacientes (14,3%), baseada principalmente no SUV da leséo,
mais baixo do que o esperado para esta categoria, sendo 2,7 em um paciente e
5,5 no outro. Nestes dois casos, a lesdo era pequena, uma com 1,5 cm e outra
com 2,0 cm. A imagem 15 ilustra exemplo de linfoma folicular grau 3A com baixa

captacédo ao PET-CT (SUV = 2,7).
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Imagem 15 — Caso 405 — Linfonodo cervical. Linfoma folicular grau 3A com baixa captagéo ao
PET CT (SUV = 2,7). A) H&E menor aumento mostrando arquitetura nodular. B) H&E maior
aumento destacando nédulo com numerosas células grandes.

8) Consolidagao de protocolo geral de abordagem diagnéstica e de
manejo da amostra do paciente com suspeita de doenca linfoproliferativa para
otimizagao da qualidade e quantidade de material disponivel para analise

A experiéncia adquirida permitiu a proposi¢ao de algoritmo com o objetivo
de otimizar a realizagao das biopsias e dos métodos auxiliares para o diagnostico

dos linfomas (figura 18).



Ao decidir sobre
realizacao de BA,
priorizar:

* Coleta minimade 3a 5
fragmentos

* Agulhas de maior
calibre, sempre que
possivel

* Coleta de material
para IFT CMF

* Separagao da amostra
em mais de um bloco de
parafina no
processamento

Paciente com
suspeita de

doenga
linfoproliferativa

Com indicagdo
formal de BA*

Sem indicagdo
formal de BA*

Decisdo clinica
sobre o método
mais adequado de
bidpsia
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Havendo suspeita de
linfoma de Hodgkin ou
linfoma T, incentivar a

coleta de mais fragmentos
ou considerar a
possibilidade de BC

Bidpsia ndo
conclusiva

Benigno ou
linfoma folicular

Maligno (outros
linfomas)

Correlacionar com
dados clinicos e
demais exames

Concordante Discordante

Avaliar
necessidade de BC

* Sao consideradas indicagéo formal de BA: 1) sitio de bidpsia profundo, 2) paciente com diagndstico
prévio de linfoma ou 3) paciente sem condic¢des clinicas para realizagdo de bidpsia cirurgica.

Figura 18 - Algoritmo geral de abordagem diagndstica e de manejo da amostra do paciente com suspeita
de doenga linfoproliferativa.
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5 DISCUSSAO

51 Geral

Este estudo teve como objetivos principais avaliar e comparar a capacidade
diagnostica de BA e BC, bem como avaliar a aplicabilidade dos critérios da
classificagao das doencas linfoproliferativas segundo a OMS 2017 em amostras
de BA.

Aqui foi utilizado o termo “capacidade diagndstica” ao invés de “acuracia”,
como é utilizado em outros trabalhos, por ser considerado este segundo termo
inadequado para a situagao apresentada, ja que ndo se trata da validagéo de um
método diagndstico em relagdo ao seu padrao-ouro. A exceléncia diagndstica
em hematopatologia depende da possibilidade de avaliagdo dos critérios
definidores de entidades, de acordo com a OMS 2017, em cada paciente,
baseados na integracdo de dados clinicos, anatomopatolégicos,
imunofenotipicos e moleculares. Para isso é essencial a obtengéo de tecido. A
comparacgao realizada neste estudo foi entre métodos diferentes de obtencao de
tecido (BA e BC), em grupos distintos de pacientes, levando-se em consideragao
a proporg¢ao de casos em que foi possivel firmar um diagndstico com seguranga
em cada grupo. Como controle de qualidade dos diagndsticos dessa casuistica
foram utilizados dados clinicos e de evolugdo, quando presentes, exames de
imagem, bem como dados referentes a outras bidépsias do mesmo paciente.

Na casuistica total estudada, a capacidade diagndstica geral com
subclassificagdo completa na biopsia ao diagndstico, seja ela BA ou BC foi de

94,5%, sendo que, em 97,5% dos casos, apesar de nao ter sido possivel
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subclassificagdo completa, as informacdes obtidas foram suficientes para
permitir o inicio do tratamento.

Quando analisadas separadamente amostras internas (N=353) e de
revisdo de casos externos (N=123) em relagdo a capacidade diagnéstica,
observa-se que amostras internas obtiveram maiores indices de
subclassificagcdo completa quando comparadas a amostras de revisdo, conforme
mostrou a tabela 15, tanto em BA quanto em BC, no entanto, esta diferenca nao
foi estatisticamente significativa. Vale ressaltar que proporgao significativamente
maior das amostras de revisdao (79,7%) era constituida por BC quando
comparada as amostras internas (45,3%). A diferenga no tamanho e composi¢éo
dos grupos pode ter interferido na analise estatistica e prejudicado a comparagéao
objetiva entre estes dois tipos de material.

Foi observado que, ao longo dos anos englobados neste estudo, houve
tendéncia de aumento de BAs em relagédo as BCs, como demonstra a figura 4.
Esta tendéncia também ja foi descrita na literatura e muitas instituicdes de
diversos paises experimentam a mesma situagao(12 46. 49-51. 59,65, 68). O gumento
proporcional crescente das BAs ao longo dos anos nao se refletiu em menor
desempenho diagnéstico no periodo. Apds tendéncia inicial de aumento do
numero de casos em que nao foi possivel fazer diagnéstico completo com
subclassificagdo em entidades, estes diminuiram e mantiveram-se estaveis.
Pode-se inferir que o observado se deva, ao menos em parte, a experiéncia
educativa adquirida da equipe multidisciplinar treinada ao longo do tempo, que
se adaptou a maior demanda por este tipo de amostra e otimizou os
procedimentos de coleta, processamento, solicitacdo de exames

complementares e interpretacao dos achados no material obtido.
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E interessante ressaltar que, apesar do aumento no nimero e proporgéo
de BAs em nossa instituicdo, a grande maioria destes procedimentos (73,4%) foi
realizada com alguma indicagao formal (sitio de bidpsia profundo, paciente com
diagndstico prévio de linfoma ou paciente sem condi¢des clinicas para realizagéo
de bidpsia cirurgica) e estava de acordo com recomendagdes vigentes de
organizagdes internacionais®4 74-76),

Quando comparada a composigao dos grupos de BA e BC, diferengas
estatisticamente significativas foram encontradas: 1) em relagdo a idade (os
pacientes do grupo de BA sdo mais idosos que os pacientes do grupo de BC),
algo previsivel, ja que este tipo de bidpsia, por ser menos invasivo, costuma ser
mais indicado para este grupo de pacientes; 2) em relagcédo a topografia (maior
proporgao de sitios extranodais no grupo BA, quando comparado ao grupo BC),
sendo que isso pode ser explicado por questdes técnicas, pois, em geral, € mais
facil fazer a excisdo de um linfonodo isolado do que abordar uma leséo
extranodal em 6rgaos mais delicados, nos quais procedimento cirurgico com
biépsia aberta poderiam trazer riscos e transtornos adicionais, conforme
observado, por exemplo, no pulméao e no figado; e, por fim, 3) em relagéo a sitio
anatémico (maior proporc¢ao de bidpsias superficiais no grupo BC, enquanto no
grupo BA predominaram as bidpsias profundas), algo também previsivel, ja que
um dos critérios formais de indicacdo de BA, conforme mencionado
anteriormente, € lesao localizada em sitio anatdémico profundo.

O calibre da agulha utilizada também diferiu significativamente entre os
grupos de sitios anatdmicos superficiais e profundos, com agulhas mais
calibrosas sendo utilizadas para bidpsias de sitios superficiais, onde o risco de

lesdo vascular ou de outros 6rgaos vitais € menor. O US foi usado com mais
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frequéncia para guiar biopsias superficiais, enquanto a TC foi usada com mais
frequéncia para guiar biopsias profundas.

Este foi o primeiro trabalho que avaliou em numero razoavel de pacientes
e de forma integrada, a influéncia de multiplos parametros clinicos, radiologicos,
patolégicos, imunofenotipicos e moleculares, a fim de esclarecer a contribuicao
de cada um para o desempenho diagnéstico de BAs e BCs. Outros autores ja
haviam citado a importancia destes parametros com base em sua experiéncia
individual, porém sem demonstragcao objetiva dos dados por meio de estudo
cientifico 4759, O fato de ter sido realizado em um Unico centro pode ser visto
ao mesmo tempo como uma vantagem e uma limitagdo. Vantagem no sentido
de se ter maior controle e conhecimento sobre todo o processo envolvido e suas
variaveis, permitindo analise mais aprofundada sobre aspectos diversos do
problema e possibilitando sugestao de algoritmo baseado em experiéncia. Como
limitacdo, torna as conclusdes validas para instituicbes com condicbes
semelhantes as de onde o estudo foi realizado.

A discusséao a respeito dos resultados segue a seguir, separada por itens
de acordo com cada um dos objetivos apresentados.

5.2 De acordo com os objetivos

5.2.1 De acordo com os objetivos principais
1) Avaliacdo da aplicabilidade dos critérios da classificagdo das
doencgas linfoproliferativas segundo a OMS 2017 em amostras de bidpsia por
agulha grossa
Foi possivel fazer o diagndstico completo, com subclassificagdo de acordo
com a OMS em casos pertencentes a todos os subgrupos de entidades nos

materiais provenientes de BA, o que corrobora a aplicabilidade dos critérios da
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classificagdo das doencgas linfoproliferativas segundo a OMS 2017 nestas

amostras.

2) Comparacéao do desempenho diagndstico nas bidpsias cirurgicas e
biépsias por agulha grossa

Foram comparados grupos de BA (218 pacientes) e BC (258 pacientes).
No grupo BA, a capacidade diagnéstica foi de 91,3%, em comparagao com
97,3% no grupo BC, sendo esta diferenga estatisticamente significativa
(P=0,010). Quando levadas em consideragao as biopsias que foram suficientes
para inicio do tratamento, estas constituiram 95,9% das BA e 98,8% das BC
(P=0,049). Estes dados estdo dentro da faixa ja reportada na literatura e
mostram que as BCs tém desempenho discretamente superior as BAs. No
entanto, a capacidade diagnostica das BAs pode ser considerada satisfatoria. A
tabela 1 na introdugdo traz um resumo dos principais dados referentes a
trabalhos publicados neste tema, principalmente apdés a primeira edicdo da
classificacdo dos tumores dos tecidos hematopoiéticos e linfoides pela OMS®).

5.2.2 De acordo com os objetivos secundarios

1) Contribuicao relativa da clinica/ radiologia e dos demais exames
complementares

Ao ser avaliada a contribuigdo relativa da clinica/radiologia, foi observado
que esta informacgéao foi considerada imprescindivel para o diagndstico em uma
porcentagem significativamente maior de casos de BA (20,6%), quando
comparados aos casos de BC (7,4%) (P<0,001). Isso corrobora o que ja havia
sido observado em publicagdes anteriores que referem que o diagndstico por BA

€ muito mais dependente de analise integrativa das informagdes a respeito dos
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pacientes do que da consideragéo de aspectos morfologicos de forma isolada*®
46, 56, 57, 60, 80) ' A jmportancia da disponibilidade de consulta a registros clinicos e
radiolégicos em prontuario eletrénico na maior parte dos centros médicos com a
finalidade de permitir correlagédo clinico-patolégica foi enfatizada por Mesa et
al.®® Os antecedentes patologicos, dados microbioldgicos, informagao sobre
uso de medicamentos, dados epidemiolégicos, distribuicdo da doenga e grau de
suspeic¢ao de linfoma foram considerados essenciais neste grupo de pacientes.

Em relacdo a IHQ, esta foi significativamente mais utilizada em BAs do que
em BCs, sendo realizada em 96,3% das BAs e em 91,5% das BCs (P=0,024).
Este dado esta de acordo com publicacdes prévias que afirmam ser necessario
maior utilizagcdo de exames complementares para conclusdo diagnoéstica em
amostras de BA quando comparadas a amostras de BC(“0. 47, 53, 65, 68, 81, 82) A
indicagdo deste exame foi feita pelo médico patologista responsavel pelo caso,
apo6s avaliagao inicial da lamina de H&E juntamente com os dados clinicos. A
IHQ foi dispensavel em casos indubitavelmente benignos apds apreciagao inicial
desses fatores em conjunto. A IHQ foi considerada imprescindivel para o
diagndstico em todos os casos em que foi realizada.

A IFT CMF também foi significativamente mais utilizada em amostras de
BA, quando comparadas com amostras de BC, sendo realizada em 68,3% das
BAs e em 34,1% das BCs (P<0,001). Este resultado € decorrente de diferengas
que ocorrem ja no momento da bidpsia. O conhecimento prévio sobre a
importancia deste exame no diagndéstico de neoplasias linfoides em amostras
limitadas fez com que toda a equipe envolvida (clinicos, radiologistas e
patologistas) ja estivesse familiarizada com a indicagédo de coleta de material a

fresco para este exame em casos de BA. Soma-se a isso, o fato de a equipe de
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radiologia intervencionista ser uma equipe interna, treinada e orientada de forma
homogénea. Em geral, a maior parte das BAs realizadas neste servico sdo
acompanhadas por um patologista para avaliar a adequabilidade do material e
reforcar a orientagao sobre os exames complementares recomendados em cada
caso.

Por outro lado, as BCs séo realizadas por um grupo heterogéneo de
cirurgides, internos e externos a instituicdo, que nem sempre sao orientados a
garantir encaminhamento de amostra a fresco para IFT CMF e que, n&o solicitam
necessariamente de forma rotineira a avaliagdo do material por patologista
durante o procedimento, o que torna a pratica de coleta de material para IFT
CMF mais heterogénea entre esses profissionais.

A IFT CMF auxiliou no diagnéstico em 66,7% dos casos em que foi
realizada e foi considerada imprescindivel para o diagnéstico em 10,1% dos
casos, em porcentagem maior em amostras de BA (12%), quando comparada
as amostras de BC (6,8%) (P=0,165). Nesta casuistica, esta diferengca nao foi
considerada estatisticamente significativa, podendo estar vinculada a diferenca
no tamanho da amostra de pacientes submetidos a este exame entre os grupos
de BA e BC.

A IFT CMF foi importante ao dispensar a realizagédo de IHQ em alguns
casos, confirmar a natureza neoplasica de linfoproliferagdes em amostras
limitadas, identificar subpopulacdes neoplasicas menores e auxiliar na
classificagado de neoplasias com variacdes no imunofenoétipo esperado. O valor
da IFT CMF na complementagao diagndstica em amostras limitadas ja havia sido
abordado em outros estudos(®?: 40. 53, 59, 65,73, 80, 83, 84) Todos os casos cuja IFT

CMF resultou inconclusiva foram provenientes de BA, o que mostra que o
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sucesso deste exame também é dependente da quantidade de tecido obtida,
sendo que amostras maiores aumentam a probabilidade de obtencéo de células
viaveis para a analise.

Quando analisada a contribuicdo dos demais exames complementares
(HIS EBV, FISH, pesquisa de clonalidade B e T por PCR), ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre a proporgédo de casos em que estes foram
imprescindiveis para o diagnéstico em amostras de BC (17,3%) e BA (8,2%)
P=0,050 e isso pode ser justificado pelo fato destes exames serem indicados de
acordo com determinadas caracteristicas clinicas, morfolégicas e imuno-
histoquimicas que dependem do tipo de doenga em questado e nao do tipo de
amostra. A abordagem multiparamétrica e as informagdes adicionais obtidas
com outros exames complementares contribuem para melhor refinamento,
seguranga e complementagdo do processo diagndstico, quando indicado. No
entanto, andlise morfologica e imunofenotipica em geral sdo suficientes para
caracterizar a maior parte das neoplasias linfoides(®?).

Os outros exames complementares foram importantes ao demonstrar a
presenca de EBV em entidades relacionadas, fazer o diagndstico de linfomas B
de alto grau, fazer a caracterizagdo molecular de neoplasias com variagdes
morfoloégicas e imuno-histoquimicas e confirmar/ afastar a natureza neoplasicas
das lesbes com a pesquisa de clonalidade de linfocitos B e T. Interessante
ressaltar que nessa casuistica, pesquisa de clonalidade de linfécitos foi realizada
em apenas 4 casos e isso pode ser em parte explicado pela sistematica
realizacao de IFT CMF em casos internos, o que, muitas vezes, atua como uma

alternativa para a demonstracédo de populagao neoplasica.
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2) Comparacgédo da capacidade diagnostica dos diferentes tipos de
material em diferentes subtipos morfolégicos e em diferentes subgrupos de
entidades

Em geral houve correspondéncia do subgrupo de entidades diagnosticado
com sua respectiva categoria morfologica esperada, conforme mostram as
figuras de 6 a 10. Por exemplo, como era de se esperar, na categoria morfoldgica
1 (proliferagdes linfoides com predominio de pequenas células), os diagndésticos
mais frequentes foram o linfoma folicular e os linfomas de células B pequenas;
na categoria 2 (proliferagcdes linfoides de células pequenas e grandes)
predominou o subgrupo dos diagnédsticos benignos; na categoria morfolégica 3
(proliferagbes linfoides com predominio de células grandes), o linfoma de
grandes células B foi o diagndstico mais encontrado; na categoria morfolégica 4
(proliferagbes linfoides de células intermediarias/ morfologia blastoide), o
subgrupo de células intermediarias/ morfologia blastoide, representados nessa
casuistica pelos linfomas de Burkitt, linfomas B de alto grau com morfologia
blastoide e linfomas linfoblasticos foram os predominantes; e, na categoria
morfolégica 5 (proliferagdo linfoide de células grandes em meio a fundo
inflamatario rico), predominou o linfoma de Hodgkin classico.

Fato interessante foi observado com relagdo ao linfoma folicular, que
esteve representado em todas as categorias morfolégicas, mostrando que esta
€ uma neoplasia com grande variagdo na composi¢ao celular, 0 que por vezes
pode trazer desafios no raciocinio inicial a partir de um padrao citolégico
especifico. No entanto, seu diagndstico ndo costuma ser problematico em
amostras nas quais visualizagao arquitetural é obtida devido a sua arquitetura

nodular e perfil imunofenotipico, caracteristicos na maior parte das vezes. O
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mesmo ja ndo acontece com o linfoma de células T, outro subgrupo de entidades
que esteve representado em diversas categorias morfolégicas nesta casuistica,
contando com composigdo celular bastante varidvel e heterogénea. Nestes
casos, poucas pistas se tém sobre o diagndstico a partir de avaliagdo morfolégica
inicial, que pode mimetizar muitas outras condi¢gdes benignas ou neoplasicas. O
perfil imunofenotipico também costuma ser bastante variado e complexo e é de
se esperar que o diagnostico dos linfomas de células T seja desafiador em
amostras limitadas, fato que sera discutido em mais detalhes adiante.

A experiéncia adquirida com a divisdo dos diagnosticos mais frequentes em
cada categoria morfologica permitiu a proposicéao racional de painel inicial de
anticorpos para exame imuno-histoquimico a ser solicitado pelo patologista de
acordo com a categoria morfolégica identificada na primeira avaliagdo da lamina
de H&E, conforme mostra a tabela 1 do item b do anexo 1 (sele¢do de painéis,
lista de anticorpos e clones utilizados). Essa forma de abordagem inicial ja havia
sido utilizada com sucesso e reportada em outros servigos®”: %9,

Considerando-se 0 numero de casos e a porcentagem distribuida nos
subgrupos de entidades em BA e BC, diferenca significativa foi observada entre
a porcentagem de casos benignos, linfomas de Hodgkin PLN e linfomas de
células B intermediarias ou com morfologia blastoide nos dois tipos de bidpsia.
Casos benignos corresponderam a 6,9% das BA e 17,4% das BC (P<0,001), o
que pode ser justificado pelo fato de BC ter sido mais realizada em lesdes
superficiais (79,8%), que sao a distribuigao preferencial de doengas benignas.
Em relagdo aos 8 casos de Linfoma de Hodgkin PLN, 7 (87,5%) foram
provenientes de BC (P=0,042,) o que também pode ser em parte explicado pelo

mesmo motivo anterior. No entanto, ndo pode ser afastada a possibilidade de
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perda de alguns desses diagnosticos em BA, decorrente da dificuldade de se
detectar essa neoplasia em amostras limitadas devido a relativa preservacao
arquitetural e escassez de células neoplasicas®® 46. 53.68) A porcentagem de
casos que se enquadraram na categoria de linfomas de células B intermediarias
ou com morfologia blastoide em BA (10,1%) foi o dobro da observada em BC
(5%) (P=0,039 ), e, novamente, essa discrepancia pode ser justificada, em geral,
pela distribuicdo mais profunda desse grupo de neoplasias, sendo sitio
preferencial de utilizacdo de BA (64,7%). Os demais subgrupos de entidades
tiveram distribuicado semelhante de diagndsticos nos dois tipos de material.
Levando-se em consideracdo a distribuicdo de amostras insatisfatorias
entre as categorias morfolégicas e subgrupos de entidades, no grupo das BAs,
porcentagem maior de amostras insatisfatérias se enquadrou na categoria de
proliferagcdo de células grandes em meio a fundo inflamatorio rico. Essa
distribuicdo deixa claro que doengas heterogéneas e polimérficas ou doencgas
com escassez de células neoplasicas em sua composigao total, representadas
nessa casuistica principalmente pelos linfomas de células T e linfomas de
Hodgkin classico, tiveram diagndstico prejudicado em BAs, o que esta de acordo
com dados ja publicados na literatura(#6: 4. 53, 54,60, 71,85 (Q |infoma de Hodgkin é
uma neoplasia caracterizada pela escassez de células neoplasicas e predominio
de componente inflamatorio e fibrose, o que muitas vezes prejudica a sua
deteccao adequada em amostras limitadas. No presente estudo, amostra de BA
foi considerada insatisfatoria em 9,4% dos casos de linfoma de Hodgkin classico
e em 10% dos linfomas de células T. Em estudo realizado por Groneck L et al.
(4%) a porcentagem de BAs insatisfatdrias em pacientes com linfoma de Hodgkin

classico chegou a 25%. No entanto, no que diz respeito aos linfomas de células
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T, estudo realizado por Cohen et al®® ndo encontrou maiores problemas no
diagndstico dessas neoplasias, tendo obtido capacidade diagndstica semelhante
no grupo dos linfomas de células T, quando comparado com a capacidade
diagndstica total dos diversos tipos de linfoma da casuistica. A IFT CMF também
tem limitagcbes conhecidas na caracterizacdo dessas neoplasias (19-21. €6, 86) g
maior detalhamento a este respeito sera trazido no item 4 (comparagdo do
resultado e da concordancia da imunofenotipagem por citometria de fluxo com o
diagndstico final entre as diferentes categorias morfolégicas e subgrupos de
entidades).

Nas BCs, as amostras consideradas insatisfatérias se enquadraram nas
categorias de proliferagéo linfoide com predominio de células pequenas e de
células pequenas e grandes, tendo como principal diferencial nestes casos,
linfomas de células B pequenas heterogéneos, com relativa preservagao
arquitetural (linfomas de zona marginal, linfomas B com diferenciacéo
plasmocitica) e quadros reacionais. No grupo de BC, a capacidade diagnéstica
nao foi influenciada pela quantidade de material disponivel, mas sim por
questdes inerentes as doencgas envolvidas no diagndstico diferencial (certo grau
de atipia citoarquitetural, com dificuldade em demonstrar anormalidades de
imunofendtipo). Em nenhum destes casos foi realizado exame de IFT CMF ou
pesquisa de clonalidade de linfécitos por PCR, os quais poderiam ter auxiliado
na identificacdo de uma possivel populacao clonal de dificil caracterizacao pelos
métodos convencionais!'® 4% 73 No entanto, dois desses pacientes tinham
histéria de doenga autoimune ativa e um deles tinha histéria de imunodeficiéncia
comum variavel, situacbées em que, nem mesmo o achado de uma populagao

clonal nas amostras estudadas seria suficiente para concluir o diagnéstico de
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linfoma, uma vez que os critérios morfologicos ndo foram definidores®-°2). Por
outro lado, a auséncia de uma populagao clonal ndo poderia garantir por si s6 a
auséncia de neoplasia, uma vez que os pacientes apresentavam linfonodos
maiores e relativamente mais suspeitos detectados pelos exames de imagem. A
bidpsia foi realizada em linfonodos cervicais, que sao de mais facil acesso
cirargico. Devido ao fato de o aspecto clinico geral n&do ser fortemente sugestivo
de neoplasia, optou-se pelo acompanhamento desses pacientes. A capacidade
diagndstica nao foi influenciada pela quantidade de material disponivel neste
grupo, mas por questdes relativas a representatividade e questdes inerentes as
doencas envolvidas no diagnostico diferencial. Outro fator que pode prejudicar o
diagndstico em bidpsias cirurgicas, além da possivel ndo obtengao do linfonodo
mais representativo, € a eventual obtencdo de material extensamente
necrotico®?).

3) Influéncia da qualidade da amostra (comprimento total € numero
de fragmentos) e do calibre da agulha utilizada na BA no desempenho
diagndstico

Quando sao analisadas as caracteristicas da amostra, o numero de
fragmentos e o comprimento total dos fragmentos também ndo pareceu
influenciar na capacidade diagndstica final. Sobre este aspecto, os estudos
mostram resultados discrepantes, sendo que, em alguns, estes fatores
influenciaram o resultado final(®5 56 64.65.73,83) g em outros nenhuma relagéo foi
encontrada(©3 69.80),

Aqui duas questbes devem ser consideradas: em primeiro lugar, a baixa
proporgao de casos nos quais nao foi possivel chegar a um diagndéstico completo

com subclassificagao pode ter interferido na avaliagado objetiva deste resultado
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e, em segundo lugar, em geral, os casos analisados possuiam boa quantidade
de fragmentos, com média de 4,8 fragmentos por amostra e bom comprimento
total de fragmentos, com média de 5,0 cm por amostra. Estudos anteriores
reportam numero minimo de 3 a 5 fragmentos, com cada fragmento
apresentando entre 0,5 cm e 1,0 cm®9, o que corresponderia a um comprimento
final total dos fragmentos entre 1,5 cm a 5,0 cm como ideal para permitir
diagnodstico adequado(#6: 55, 56,93, 94)

O calibre da agulha utilizada apresentou tendéncia a interferir no
desempenho diagnéstico, conforme mostra a figura 17, com discreta vantagem
nas biépsias com agulhas mais calibrosas, dado consistente com outros estudos
publicados*5 46. 54, 66, 71, 83)  Semelhante ao observado por Skelton et al®®),
nenhuma bidpsia realizada com agulha de 14 gauge foi inconclusiva, o que pode
ser atribuido a maior quantidade de tecido obtida com agulhas deste calibre.
Esse dado nao teve significancia estatistica neste estudo, provavelmente devido
a grande variagao no tamanho da amostra entre os grupos de diferentes calibres
de agulhas analisados.

4) Comparacéo do resultado e da concordancia da imunofenotipagem
por citometria de fluxo com o diagnéstico final entre as diferentes categorias
morfoldgicas e subgrupos de entidades

A IFT CMF tem limitagdes na caracterizagao de neoplasias heterogéneas,
com fundo inflamatério rico e com escassez de células neoplasicas, conforme é
conhecido(19-21. 66. 86) g foi demonstrado no presente estudo, no qual o resultado
do exame de IFT CMF foi discordante do diagndstico final em amostras de BA
em 100% dos casos de linfoma de Hodgkin PLN, 48,5% dos casos de linfoma

de Hodgkin classico e em 28,6% dos casos de linfomas T.
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Em trabalho recente realizado por Gupta et al®®, o exame de IFT CMF
falhou em identificar populagdes neoplasicas em amostras limitadas em 91% (10
de 11 espécimes) dos casos de linfoma de Hodgkin, PLN, dado que esta de
acordo com o que foi encontrado nesta casuistica. Ja quando considerados os
casos de linfoma de Hodgkin classico, trabalho de Fromm et al®® aponta dados
diferentes dos obtidos neste estudo e refere sensibilidade de 88,8% da IFT CMF
na detecgdo dessas neoplasias. Este trabalho ndo avaliou especificamente
amostras pequenas e paucicelulares, nas quais o desempenho do exame
poderia ser diferente. Estudos recentes mostraram que é possivel diagnosticar
tanto linfoma de Hodgkin, PLN quanto linfoma de Hodgkin classico pela IFT
CMF©7.98)_ No entanto, o painel imunofenotipico realizado em nosso estudo foi
projetado para identificar células de Reed-Sternberg apenas a partir de 2015 e
nao foi projetado para identificar células neoplasicas de pacientes com linfoma
de Hodgkin, PLN, o que, em parte, explica a alta taxa de discrepancia.

Quando considerados linfomas de células T e NK, além da composigao
celular heterogénea dessas neoplasias, uma das limitagbes da citometria de
fluxo é a falta de equivalente imunofenotipico de cadeias leves de superficie (ou
seja, kappa e lambda em células B) para células T e NK. Em neoplasias de
células T e NK, a demonstracédo de aberracées imunofenotipicas em populacao
de interesse € um indicador mais forte de neoplasia. No entanto, a depender do
contexto, nem sempre é facil fazer caracterizacao de perfil aberrante devido ao
amplo espectro normal/reativo e complexidade do repertorio de células T/ NK©°),
Quando essas dificuldades se sobrepdéem a analise de amostras limitadas, a
correta identificacdo destas neoplasias pode ser ainda mais desafiadora.

Estudos recentes revelam dados promissores com o uso do anticorpo TRBC1,
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um novo marcador para detecgao de clonalidade de células T por meio de
imunofenotipagem por citometria de fluxo, aumentando substancialmente a
sensibilidade deste exame('%0),

Em publicagdo de Ranheim®”) a respeito de abordagem diagndstica em
doencas linfoproliferativas com base na experiéncia do autor, este cita que, com
alguma frequéncia, existem discrepancias entre 0 que é observado no tecido
enviado para IFT CMF e o que é observado na histologia. Nestes casos, a
analise morfologica, IHQ e testes moleculares realizados em FFPE costumam
concluir o diagnéstico. Com base nisso, recomenda-se que somente seja
enviado fragmento para IFT CMF em casos em que esteja disponivel pelo menos
2,0 cm de comprimento total de fragmentos de BA para analise histologica.

5) Influéncia da avaliacdo de representatividade do material por um
patologista durante o procedimento no desempenho diagnéstico de BAs e BCs

Neste estudo n&o foi observada diferenca estatisticamente significativa no
desempenho diagnostico entre os casos com avaliagdo intraoperatoria/
intraprocedimento e os casos sem avaliagao, tanto em BAs como em BCs. Este
dado deve ser interpretado de forma cautelosa, j4 que essa analise fica
prejudicada, em parte, pela proporgdo muito baixa de amostras insuficientes
nesta casuistica. Além disso, a presenga constante do patologista na maior parte
dos procedimentos realizados pela radiologia intervencionista em nosso servigo
pode ter atuado de forma educativa no incentivo a obtencdo sistematica de
material de melhor qualidade para diagndstico. A influéncia da avaliagao
intraprocedimento do material por um patologista ndo havia sido ainda avaliada

de forma independente em estudos anteriores.
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6) Influéncia do sitio anatdbmico (superficial ou profundo) no
desempenho diagndstico de BAs

No que diz respeito a capacidade diagnéstica, maior porcentagem de BAs
de sitios anatdémicos profundos (9,2%) falhou em fornecer diagnéstico final com
subclassificagdo completa quando comparadas a BAs de sitios anatémicos
superficiais (7,8%), entretanto, essa diferenga ndo foi estatisticamente
significativa neste estudo. Publicagbes realizadas anteriormente mencionam
superioridade, ao menos tedrica, das amostras obtidas por BA de sitios
anatdémicos superficiais5: 46. 5688, 70). Nesta casuistica o calibre da agulha
utilizada diferiu significativamente entre os grupos de sitios anatdomicos
superficiais e profundos, com agulhas mais calibrosas sendo utilizadas para
bidépsias de sitios superficiais, 0 que pode acarretar em amostras de melhor
qualidade obtidas dessas localizacbes.

7) Avaliagao da concordéancia dos subgrupos de entidades no material
BA com os dados clinicos

A avaliacédo da concordancia dos subgrupos de entidades no material BA
com os dados clinicos (captagao alta ou baixa no PET-CT, doenga nodal versus
extranodal, doenca localizada versus disseminada, faixa etaria, presenca de
sintomas B, entre outros) conforme foi relatada nos resultados, atuou na
validacao e controle de qualidade dos diagndsticos dessa casuistica, tendo se
mostrado concordante na maior parte das entidades. Os casos considerados
como tendo apresentagao clinica discordante, no geral, apresentavam alguma
peculiaridade histolégica ou nos dados clinicos e de imagem que justificavam a
apresentacao discordante, e esses achados foram relatados de forma

individualizada em cada subgrupo. E interessante ressaltar que casos de
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discordancia entre a clinica e os achados anatomopatolégicos foram frequentes
no grupo de linfomas foliculares, aparentemente sem qualquer fator que
justificasse a discordancia, particularmente no que diz respeito a graduacgao.
Este € um ponto passivel de sofrer influéncia de representatividade da lesao,
podendo ficar prejudicado em amostras menores. Esta questdo ja havia sido
levantada anteriormente na literatura(@% 63. 68, 73,101, 102) " A detecgéo de areas de
transformacdo em linfomas indolentes também pode trazer desafios. Estudo
realizado por Johl et al. 8 demonstrou que a taxa de detecgéo de transformacéo
foi maior em BCs (7,6%), quando comparada com BAs (3,3%), embora essa
diferengca n&do tenha sido estatisticamente significativa. A correlagdo com
aspectos clinicos (checar se os achados histologicos s&o congruentes com a
apresentagao), exames laboratoriais (dosagem sérica de desidrogenase latica e
beta2-microglobulina) e exames de imagem, incluindo cuidadosa avaliagdo por
PET CT podem contribuir na redugéo do impacto deste problema(5: 59),

Estudos prévios também utilizaram como parametros para controle de
qualidade a correlagdo com dados clinicos e de evolugdo, bem como
comparagao com resultado posterior de bidpsia cirurgica (quando disponivel, do
mesmo sitio da BA ou de sitios diferentes) e validagdo diagnédstica por
hematopatologista experiente quando a qualidade dos fragmentos de bidpsia foi
considerada 6tima para a analise*5 0. 66.69) A gnglise de todos os casos de
proliferagdes linfoides por hematopatologistas (MCG e CRGCO), pode ter
influenciado na alta taxa de sucesso dessa casuistica, conforme preconizado
como boa pratica de acordo com organizagdes internacionais(12 34 7476 Estudo
anterior realizado por Groneck et al.®*® indicou que a revisdo do material por

hematopatologista aumentou a capacidade diagndstica das BAs de 93,7% para
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95,9% em linfomas n&o-Hodgkin e de 50% para 75% em linfomas de Hodgkin.

Além da utilizacdo destes parametros na validacdo das conclusdes nos
casos de BA, seria interessante também, se houvesse a possibilidade de
comparar, em um mesmo paciente, estes resultados com os de uma BC. No
entanto, essa avaliagao ainda nao foi feita de forma sistematica, ja que, do ponto
de vista ético, ndo seria aceitavel submeter o paciente a dois procedimentos
distintos com a mesma finalidade, aumentando possiveis riscos, transtornos e
empenho de recursos. Além do mais, o desenho retrospectivo do presente
estudo ndo permitiria a realizacao de tal intervencgao.

Dois estudos prospectivos tentaram resolver esse problema utilizando
estratégias diferentes: em um deles®®), foi obtido espécime de microarray de
tecido (TMA) simulando uma BA em 67 linfonodos ressecados cirurgicamente e
o diagndstico do TMA foi comparado ao obtido na anélise do linfonodo inteiro. A
acuracia diagndstica do TMA foi de 73,8%. Em outro estudo('%%), dois fragmentos
de BA foram obtidos de um linfonodo apds ressecgao cirurgica em 57 casos,
mas apenas um dos fragmentos foi submetido a analise anatomopatoldgica,
enquanto o outro foi dividido, sendo metade enviada para IFT CMF e a outra
metade preservada para analise molecular. A acuracia diagndstica da BA em
comparagao com a analise total do linfonodo foi de 73%. Aqui alguns pontos
podem ter interferido no desempenho diagnéstico final: em ambos os estudos, a
quantidade de material obtida nao foi a ideal, pois geralmente sdo recomendados
pelo menos trés fragmentos de BA para serem submetidos a analise histologica
afim de possibilitar uma adequada interpretacao diagnodstica. Ao considerar o
primeiro estudo, o tamanho de um TMA é muito inferior a um fragmento sequer

de BA, e, ao considerar o segundo estudo, apenas um fragmento de BA foi
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analisado. A citometria de fluxo nao foi realizada no primeiro estudo e nao foi
considerada na interpretagdo diagndstica no segundo estudo, portanto, os
beneficios do diagndstico multimodal ndo puderam ser adequadamente
avaliados. A possibilidade de se realizar uma BA apos a excisao cirurgica de um
linfonodo em um estudo prospectivo, com obtengdo de mais fragmentos e
avaliagdo concomitante de dados clinicos, patologicos, imunofenotipicos e
moleculares pode ser uma boa estratégia para comparar adequadamente os
dois meétodos.

8) Consolidagao de protocolo geral de abordagem diagnéstica e de
manejo da amostra do paciente com suspeita de doenca linfoproliferativa para
otimizagao da qualidade e quantidade de material disponivel para analise

A experiéncia adquirida em associagdo com os dados objetivos obtidos
com este trabalho permitiu a proposi¢céo de algoritmo com o objetivo de otimizar
a realizacdo das bidpsias e dos métodos auxiliares para o diagnostico dos
linfomas (figura 18).

Em relacdo a otimizacido da utilizacdo da amostra, aspecto interessante
reportado por Mesa et al.®® foi o aproveitamento das laminas coradas em
pandtico durante o exame de avaliacao intraprocedimento da adequabilidade do
material para a realizacdo do exame de FISH posteriormente, caso indicado. A
amostra citoldgica obtida desta forma tem maior qualidade para a realizagéo
deste exame quando comparada com amostra de FFPE, a qual apresenta
artefatos decorrentes da fixacdo e do efeito de truncamento dos nucleos no
momento da realizagéo dos cortes histologicos®®). Além disso, a realizagdo de
FISH nos esfregacos citologicos seria interessante também ao permitir que maior

parte do tecido fosse poupada para armazenamento ou realizagdo de outros
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exames que fossem necessarios. Neste servico o exame de FISH é realizado
em cortes histologicos de FFPE e a adaptagao para a realizagdo deste exame
em material citolégico pode ser avaliada posteriormente em estudo de validagéo
com esta finalidade.

Outro aspecto interessante foi observado no que diz respeito a realizagao
de IFT CMF neste servigo. Como rotina, um dos fragmentos de tecido obtido no
momento do procedimento de BA é enviado para o laboratério clinico em RPMI
para a realizagao deste exame, o que acarreta na perda de um dos fragmentos
para analise morfologica. Chi et al.®?) reportaram experiéncia em realizar IFT
CMF pela técnica de lavagem dos fragmentos em RPMI, com posterior
recuperacao deste tecido para ser encaminhado para analise morfolégica e
encontraram concordancia diagnoéstica semelhante a observada no grupo que
utilizou o método convencional de suspensao de células do tecido para
realizacédo de IFT CMF. Isso evita a necessidade de mais passagens de agulha
para obter um numero adequado de fragmentos, previne a agregacéao e artefatos
de impregnacéao inespecifica de corantes devido a dissociagdo mecéanica ou
enzimatica da amostra e aumenta a quantidade de tecido disponivel para a
analise morfologica. Mesa et al.%®) também referem a utilizagdo desta mesma
técnica, no entanto, fazem uma ressalva considerando-se a limitagdo em
linfomas associados a acentuada esclerose, o que pode levar a aumento no
numero de falsos negativos pela IFT CMF, fato que ja havia sido reportado em
outros estudos®® %4 N&o temos experiéncia com o emprego desta técnica no
Hospital Sirio-Libanés e sua validacao na presente instituicido pode ser realizada
em estudos posteriores dedicados ao tema.

Deve ser lembrado que a decisdo entre BA ou BC deve ser feita em
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conjunto pela equipe responsavel pelo cuidado com o paciente, sendo guiada
por inumeras consideragoes, que incluem confiabilidade, acuracia, urgéncia pelo
resultado, morbidade, custo-efetividade e conformidade do paciente®’ 63, Os
estudos dedicados a este tema em mais de trés décadas®! 8" 62) gpontam
variabilidade grande na capacidade diagnéstica de BAs, a depender da realidade
de cada local e das circunstancias em que estes procedimentos séo realizados.
E prudente considerar que cada centro deva estudar a possibilidade de utilizacdo
da BA como primeira linha na investigagdo diagndstica em pacientes com
suspeita de doenca linfoproliferativa de acordo com a sua realidade, treinamento
da equipe e recursos complementares disponiveis.

Centros com altas taxas de amostras ndo diagndsticas devem dar
preferéncia a abordagem cirurgica inicial até que todos os parametros sejam
otimizados para a realizagdo de BAs com maior seguranga. Centros com
disponibilidade de recursos e altas taxas de sucesso na obtencao de amostras
diagndsticas por BA podem priorizar a sua realizagdo como abordagem inicial.
Da mesma forma, centros nos quais o agendamento e logistica de realizagao de
procedimento cirurgico impde dificuldade e atraso no acesso ao diagndstico
podem também considerar a realizacdo de BA em primeira linha(®",

5.3 Consideracgoes finais

A biopsia por agulha grossa demonstrou ser util e segura no diagnéstico de
proliferacdes linfoides no contexto da instituicio em que este estudo foi
realizado, sendo possivel aplicar os critérios da OMS 2017 neste tipo de material,
desde que consideradas suas peculiaridades. Este resultado deveu-se, ao

menos em parte, a experiéncia educativa de uma equipe multidisciplinar treinada
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ao longo do tempo para otimizar os procedimentos de coleta, processamento e

avaliacao do material.
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6 CONCLUSOES

6.1 De acordo com os objetivos principais:

1) Neste estudo, foi possivel aplicar os critérios da classificagdo das
doencas linfoproliferativas segundo a OMS 2017 nas amostras de BA em 91,3%
dos casos.

2) As BAs obtiveram capacidade diagndstica discretamente inferior as BCs,
no entanto, apresentaram bom desempenho no diagndstico de proliferagdes
linfoides benignas e malignas.

6.2 De acordo com os objetivos secundarios:

1) Propor¢ao maior de BAs foi submetida a exames complementares e
dependeu do resultado desses exames e de dados clinicos para o diagnostico
final, quando comparadas as BCs. A frequente realizagdo destes exames e 0
amplo acesso as informagdes contidas em prontuario foram decisivos para o
bom desempenho diagndstico final nessa casuistica.

2) Foi observada limitagdo da BA especialmente em doengas heterogéneas
e polimorficas, como nos linfomas de células T periféricas e nos linfomas de
Hodgkin. Havendo suspeita dessas entidades, sempre que possivel, € sensato
programar a obtencao de quantidade maior de material ou mesmo considerar
abordagem inicial com BC.

3) A IFT CMF também apresentou dificuldade na caracterizagdo dos casos
de linfomas de Hodgkin e linfomas de células T, com maior percentual de
resultados discordantes com o diagndstico final nessas categorias.

4) O numero de fragmentos, comprimento total dos fragmentos e o calibre

da agulha utilizada nao interferiu com a capacidade diagnéstica de forma
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significativa nesta casuistica.

5) Embora a capacidade diagnostica tenha sido semelhante entre os
grupos que tiveram e os que néao tiveram acompanhamento do procedimento por
um patologista, a presenca constante deste profissional na maior parte dos
procedimentos realizados na radiologia intervencionista atuou de forma
educativa no incentivo a obtencao sistematica de material de melhor qualidade,
com maior numero de fragmentos.

6) O desempenho diagnéstico nas BAs obtidas em sitios anatdémicos
superficiais foi discretamente melhor do que o nas obtidas em sitios anatémicos
profundos, entretanto, essa diferenga ndo apresentou significancia estatistica.

7) Quando comparados os diagnoésticos com as caracteristicas clinicas e
radiolégicas para controle de qualidade de BAs, foi observada maior
discrepancia clinico-patolégica no que diz respeito a graduagao dos linfomas
foliculares.

8) A experiéncia obtida permitiu formular algoritmo com o objetivo de
otimizar a realizagcédo das bidpsias e dos métodos auxiliares para o diagnostico

dos linfomas (figura 18).
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7 ANEXOS

71 Anexo 1

7.1.1  Metodologia empregada na imuno-histoquimica (IHQ)
e hibridizacao in situ (HIS) no Hospital Sirio-Libanés

As técnicas de IHQ e HIS sao automatizadas. No equipamento é realizada
a recuperacao do tecido, a aplicagdo do anticorpo ou sonda, reagentes para
amplificagdo do sinal, aplicagdo de cromogeno para visualizagdo de marcacgao,
e contra-coloragao.

Todas as laminas de IHQ e HIS recebem um pequeno fragmento com
resultado presumidamente conhecido e positivo, denominado como controle. Tal
cuidado é importante para evitar a ocorréncia de casos falso-negativos ou falso-
positivos, isto €, em todas as reagdes a avaliacdo do controle é fundamental. Se
ele, que tem um resultado conhecido, ndo obtiver o resultado esperado, é
possivel que a reacido nao tenha ocorrido adequadamente. O tecido do paciente
a ser analisado preenche a outra parte da lamina. No término do processo, os
analistas de IHQ avaliam microscopicamente a qualidade do controle e
encaminham as laminas aos patologistas responsaveis.

Quando o lote de anticorpo ou da sonda € trocado ou recebido um novo
frasco, é feita uma reagao e avaliado o controle. Os ‘lotes’ e ‘datas de inicio do
uso’ sao registrados em uma pasta de controle de qualidade.

Apds o corte histolégico, as laminas permanecem na estufa com
temperaturas entre 65° e 68° C para que a parafina seja derretida e o tecido fique

aderido a lamina
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As laminas sao etiquetadas por meio do Sistema Ventana-Roche, e
inseridas no equipamento BenchMark Ultra para inicio do processamento. Os
protocolos estao definidos de acordo com cada etiqueta.

Nos casos em que utiliza-se o aparelho AutostainerLink 48, as laminas sao
inseridas manualmente no computador.

Os protocolos individuais por anticorpo devem ser analisados para que o
equipamento seja abastecido com os kits e reagentes necessarios. Caso o
equipamento nao seja abastecido corretamente, 0 mesmo emite um alarme
sonoro informando qual reagente deve ser inserido.

O processamento consiste em todas as etapas de IHQ e HIS. Inicialmente,
€ realizada a desparafinizacdo, a recuperacdo do tecido, a aplicagdo de
anticorpo primario ou sonda, amplificadores de sinal para marcagao, cromogeno
para visualizacao e finalizando o processo, a contra-coloracéo.

Ao término do processamento, as laminas sao retiradas e lavadas com
detergente em agua corrente. Sao inseridas em banhos de alcool e xilol e
encaminhadas ao montador de laminas Dako.

Os analistas de IHQ avaliam os controles de qualidade de cada lamina.
Com todas as avaliacbes positivas, € realizado o fechamento do trabalho e as
laminas sao enviadas ao patologista responsavel para liberagéo do resultado.

7.1.2 Selecdo de painéis, lista de anticorpos e clones
utilizados

A selecdo dos painéis de imuno-histoquimica é feita de forma
individualizada para cada caso apds a avaliagao inicial da morfologia em Iamina
corada em hematoxilina e eosina (H&E) pelo patologista. De acordo com as

hipoteses formuladas e seus diagndsticos diferenciais, o painel € escolhido, com
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base no perfil de imunoexpressao descrito pela OMS 2017® para cada entidade,

com a finalidade de comprovar ou afastar os possiveis diagnésticos diferenciais.

Em geral os painéis iniciais sdo baseados nas categorias morfolégicas utilizadas

neste trabalho, conforme mostra a tabela 1:

Tabela 1 - Painel inicial de anticorpos de imuno-histoquimica solicitado de acordo com a
categoria morfolégica identificada pelo patologista.

Cédigo Categoria morfolégica

Painel inicial de imuno-histoquimica

1

Proliferagao linfoide com predominio de
células pequenas

Proliferagao linfoide de células pequenas e
grandes

Proliferagao linfoide com predominio de
células grandes

Proliferagao linfoide com células de tamanho
intermediario e morfologia blastoide

Proliferagao linfoide de células pleomorficas
em fundo inflamatdrio rico

CD20, CD3, CD10, BCL6, BCL2, CD5,
CD23, CD21, CiclinaD1, CD43, KI67

CD20, CD3, CD10, BCL6, BCL2, CDS5,
CD23, CD21, CiclinaD1, CD43, KlI67, CD30,
CD4, CD8

CD20, CD3, CD10, BCL6, BCL2, MUM1,
CD5, CD30, CD21, CD23, CiclinaD1, cMYC,
Kl67

CD20, CD3, PAX5, CD2, CD5, CiclinaD1,
CD10, BCL6, BCL2, MUM1, KI67, cMYC,
TDT, CD34, CD117

CD20, CD3, PAX5, CD30, CD15, CD45,
KI67, CD21, CD23, ALK, CD43, MUM1,
CD10, BCL6, BCL2

Apds o resultado do painel inicial, na maior parte € possivel concluir o

diagndstico. Em alguns casos, serd necessario complementagdo com a

finalidade de cobrir algumas entidades mais raras ou alguma particularidade

especifica de cada caso. Por exemplo:

- O painel 1 pode ser complementado com SOX11 em caso de linfoma de

células do manto ou suspeita de linfoma de células do manto negativo para

CiclinaD1.

- No painel 4, caso haja suspeita de neoplasia mieloide ou linhagens mais

raras como de células dendriticas plasmocitoides blasticas, outros marcadores

como MPO, CD68, lisozima, CD43, CD56, CD4, CD123 e TCL1 podem ser

solicitados.
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- Nos painéis 2, 3 e 5, caso haja possibilidade de neoplasia de linhagem
histiocitica, pode-se adicionar marcadores como o CD68, CD163, lisozima,
CD1a e S100.

- Em todos os casos em que seja observada diferenciagado plasmocitica,
CD138, kappa, lambda, CD19, CD56, IgM, IgG e IgG4 também podem ser
solicitados.

- Em todos os casos em que haja suspeita de linfoma de células T, pode
ser realizada complementacdo da avaliagdo com CD7, CD57, CD56, TIA1,
Granzima B, FOXP3, CD25 e ALK.

- Em pacientes imunossuprimidos, marcadores como HHV8 e outros virais
como CMV e herpesvirus simples também podem ser adicionados.

Também de acordo com a avaliagdo morfoldgica e hipdtese diagndstica
formulada, o patologista responsavel decide se existe ou ndo o beneficio de
pesquisa de EBV por meio de HIS nos material estudado.

A seguir lista de anticorpos e clones (IHQ) e sonda (HIS EBV) utilizados:

1) Hibridizagao in situ para EBV (HIS EBV) — INFORM EBER probe
(Ventana)

2) Imuno-histoquimica
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Lista de anticorpos e clones

AE1AE1 - AE1AE3&PCK26 - Ventana
ALK1 - ALK-01 - Ventana

Amiloide A - 115 - Abcam

Annexin A1 - MRQ-3 - Cell marque
Bcl-2 - 124 - Ventana

Bcl-6 - GI191E/A8 - Cell marque
CD10 - SP67 - Ventana

CD138 (Syndecan-1) - B-A38 - Cell marque
CD15 - MMA - Ventana

CD19 - LE-CD19/ Dako

CD1a - EP3622 - Cell Marque
CD20 - L26 - Ventana

CD21- 2G9 - Cell marque

CD23 - SP23 - Ventana

CD25 - 4C9 - Ventana

CD3 - 2GV6 - Ventana

CD30 - BER-H2 - Ventana

CD34 - QBENd/10 - Ventana

CD4 - SP35 - Ventana

CD43 - L60 - Ventana

CD45 (LCA) - RP2/18 - Ventana
CD5 - SP19 - Ventana

CD56 (NCAM) - 123C3 - Ventana
CD57 - NK1 - Ventana

CD61 - 2f2 - Cell marque

CD68 - NK1 - Ventana

CD7 - SP94 - Ventana

CDS8 - SP57 - Ventana

CD99 - 013 - Ventana

c-KIT (CD117) 9.7 - Ventana

CMV - CCH2+DDG9 - Dako

cMYC - EP121 Cell marque

Cyclin D1 - SP4R - Ventana

Cytokeratin (Pan) AE1/AES3 - Ventana
FOXP3 - 236A/E7 - Abcam

GATAS - (L50-823) - Biocare

Glycophorin A - GA-R2&HIR2 - Cell marque
Granzyme B - GRB-7

Herpes Simplex Virus - policlonal - Dako
HHV-8 - 13B10 - Cell marque

IgA (Immunoglobulin A) - policlonal - Ventana
IgD (Immunoglobulin D) - policlonal - Ventana
IgG (Immunoglobulin G) - policlonal - Ventana
IgG4 - MRQ-44 - Cell marque

IgM (Immunoglobulin M) - policlonal - Ventana
Kappa - policlonal - Ventana

KI-67 - MIB-1 - Dako

Lambda - policlonal - Ventana

Lysozyme - policlonal - Cell marque

MUM1 - MRQ8 - Cell marque
Myeloperoxidase - policlonal - Cell marque
p53 - DO7 - Ventana

p63 - 4A4 - Ventana

PAX-5 - SP34 - Ventana

PAX8 - MRQ-50 - Cell marque

PD-1 (Programmed Death-1)

S100 - policlonal - Ventana

SOX 11 - MRQ-58 Cell marque

TdT - policlonal - Cell Marque

TIA- 1 - TIA-1/ BioSB
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7.2 Anexo 2

7.2.1 Metodologia empregada na hibridizagdo in situ
fluorescente no Hospital Sirio-Libanés

Com a lamina histolégica corada pela hematoxilina e eosina (HE), o
patologista ira definir a viabilidade do material em relagéo a presenga de area
tumoral no tecido. O bloco de parafina é retirado do arquivo e enviado aos
analistas de FISH para solicitagdo dos cortes em laminas com cargas elétricas
positivas (Laminas Superfrost Plus) para execugao da técnica.

A técnica de FISH é semi-automatizada. No equipamento (Hibridizer) sdo
realizadas as etapas de digestdo enzimatica a 37°C, desnaturagdo a 75°C e
hibridizacdo a 37°C. No Banho Maria, sdo realizadas as etapas de pré-
tratamento por calor e lavagens péds-hibridizagdo. Os procedimentos que
envolvem a desparafinizagao, hidratagado, aplicagdo da sonda, e lavagens entre
as etapas sao realizados manualmente.

Os analistas de FISH avaliam os controles de qualidade de cada lamina.
Os sinais devem ser vivos, distintos e faceis de interpretar. As células normais
permitem efetuar um controle interno do ensaio de coloragdo. A nao detecgao
de sinais nas células normais indica falha do ensaio e os resultados devem ser

considerados invalidos.

7.2.2 Indicacdes de realizacdo do exame de FISH e sondas

disponiveis
Atualmente, segundo a OMS 2017® existe indicagdo de realizagdo do
exame de FISH para pesquisa de rearranjo dos genes cMYC, BCL6 e BCL2 em

todos os linfomas difusos de grandes células B e nos casos com patologia
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compativel com linfoma B de alto grau (antigo linfoma de células B inclassificavel,
com caracteristicas intermediarias entre o linfoma de Burkitt e o linfoma difuso
de grandes células B® e casos com morfologia blastoide). No Hospital Sirio-
Libanés, este exame sera realizado a depender da solicitacdo do médico
assistente ou do paciente e pode ser feito de duas formas, também a depender
das preferéncias do clinico ou do paciente:

1) Rastreio com pesquisa do rearranjo do gene cMYC, que, caso
esteja presente, indica a realizagdo da pesquisa do rearranjo dos genes BCLZ2 e
BCL6 em etapa posterior ou;

2) Pesquisa simultanea do rearranjo dos genes cMYC, BCL2 e BCL6.

Outras possiveis utilizacbes do exame de FISH realizado no Hospital Sirio-
Libanés sao a pesquisa do rearranjo IGH-BCL2 t(14;18) para complementagao
diagndstica em suspeitas de linfoma folicular e pesquisa do rearranjo do gene
cMYC para complementacao diagndstica em pacientes com suspeita de linfoma
de Burkitt.

Para a pesquisa dos rearranjos mencionados, as seguintes sondas sao
utilizadas:

- Sonda ZytoLight SPEC MYC Dual-break, sonda do tipo break-apart
projetada para detectar translocagbes envolvendo a regido cromossdmica
8g24.21 que contém o gene MYC.

- Sonda ZytoLight SPEC BCL2/IGH Dual color, sonda do tipo dual fusion
projetada para detectar translocagbes t(14;18)(q32.3;g21.3) envolvendo os

genes IGH e BCL2.
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- Sonda ZytoLight SPEC BCL6 Dual-break, sonda do tipo break-apart
projetada para detectar translocagbes envolvendo a regido cromossdmica
3927.3 que contém o gene BCL6.

Pesquisas de outros rearranjos eventualmente solicitadas e que nao sao
realizadas no Hospital Sirio-Libanés sao encaminhadas para laboratorios
parceiros. Estas incluem pesquisa do rearranjo IGH-CCND1 t(11;14) para
complementagao diagnodstica em suspeitas de linfoma de células do manto,
pesquisa do rearranjo do gene IRF4 em suspeitas de linfoma de grandes células
B com rearranjo do /IRF4 e pesquisa do rearranjo dos genes DUSP22 e P63 para
estratificacdo prognostica em pacientes com linfoma de grandes células
anaplasicas ALK negativos.

Novamente, estes exames poderéao ser realizado a depender da solicitagcao
do médico assistente ou do paciente, de acordo com indicacdo pertinente

baseada em cada caso.
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7.3 Anexo 3

7.3.1 Metodologia empregada para a pesquisa de
clonalidade de linfécitos B e T por PCR no Hospital

Sirio-Libanés
A pesquisa de clonalidade de linfécitos B e T por PCR no Hospital Sirio-
Libanés é realizada em FFPE, com material sendo enviado para laboratério
externo internacional, Quest diagnostics. Apos o patologista responsavel pelo
caso avaliar o material, se for julgado necessaria a realizagdo do exame para
complementagao diagnéstica, sera feita a escolha do bloco de parafina mais
adequado e representativo da lesdo de interesse. Este bloco sera submetido a
cortes histolégicos para a confecgado de laminas em branco silanizadas. Apos
esta etapa, as laminas serao enviadas ao laboratério externo, apds o paciente
fazer a autorizacao por escrito do envio do material. O método utilizado para o
exame € a analise de fragmento em PCR. A tabela 1 deste anexo contém

sumario da descricdo dos exames realizados e especificagdes técnicas.

Tabela 1 — Descrigao e especificagao técnica do exame realizado para pesquisa de clonalidade
de linfécitos Be T.

Material Documentos Temperatura
Descrigao para .. para Estabilidade Método
. necessarios
envio transporte
Painel de ;'::ifa? Temperatura Reacdo em cadeia de
clonalidade B - Laudo AP p 5 anos polimerase (PCR) -
(+) ndo ambiente. o1
(IGH, IGK), PCR Analise de fragmento
coradas
Painel de FFPE 08 - .
clonalidade T l&minas Temperatura Reagdo em cadeia de
. R) -
(TCRB, TCRG),  (+) nao -2UIOAP  biente.  ° 2198 polimerase  (PCR)
Andlise de fragmento
PCR coradas

Ap0ds o resultado do teste ser emitido, a equipe de assessoria cientifica e o

patologista responsavel pelo caso faz a andlise e a correlagdo com os achados
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anatomopatolégicos e € realizado o contato com o médico assistente do

paciente.
7.3.2 Indicacbes de realizagao da pesquisa de clonalidade

B e T por PCR

A pesquisa de clonalidade B e/ ou T por PCR tem sua realizagao indicada
em casos em que, apdés analise conjunta dos dados clinicos,
anatomopatolégicos e de IFT CMF, quando disponiveis, ndo & possivel se
chegar a uma conclusao definitiva sobre presencga ou ndo de neoplasia linfoide
em determinada amostra. Dentro do contexto apropriado, € um importante

exame de suporte ao diagnéstico.
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7.4 Anexo 4

7.4.1 Metodologia empregada para a realizagdo de IFT
CMF multiparamétrica (realizada no laboratério
Fleury)
Preparacao da suspensao tecidual:
Um pedaco fresco de linfonodo/massa mediastinal € alocado em placa de
Petri contendo 5 mL de RPMI. O tecido é delicadamente fragmentado com uma
pinca e desagregado mecanicamente com uma vareta de vidro. Em seguida, o
homogenato é filtrado e centrifugado durante 5 min a 540g. O sedimento celular
€ lavado em 4 ml de PBS e ressuspenso em 0,5 ml de RPMI.
Estudos imunofenotipicos:
Aliguotas de amostra de suspensao de tecido (2 x 106 células em 50-100
ML por teste) sdo coradas com quantidades saturantes de anticorpos
monoclonais (ACm) direcionados contra marcadores de superficie celular
usando uma técnica de imunofluorescéncia direta de coloracao e lavagem.
Inicialmente, um unico tubo de oito cores para triagem de linfomas né&o-
Hodgkin B e T é realizado em todos os casos: CD20-pacific blue (PacB, clone
2H7, Biolegend, San Diego, CA, EUA) mais CD4-PacB (clone RPA-T4 , Becton-
Dickinson (BD) Pharmigen, San Jose, Califérnia, EUA); CD45-V500 (clone HI30,
BD Horizon); CD8- isotiocianato de fluoresceina (FITC, clone RPA-T8, BD
Pharmigen) mais lambda—FITC (policlonal, Cytognos, Salamanca, Espanha),
CD56-ficoeritrina (PE, clone NCAM16.2, BD Biosciences) mais kappa-PE
(policlonal, Cytognos); CD3 — proteina clorofila peridinina (PerCP-Cy5.5, clone

SK7, BDB); CD19 — PE-Cy7 (clone SJ25C1, BD Pharmigen); CD5-aloficocianina
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(APC, clone UCHT2, BDB) e CD38-APC-H7 (clone HB7, BDB). Se o tubo de
rastreio linfoide for positivo, & realizado um painel ACm completo para
subclassificacao de linfoma de células B ou linfoma de células T.

Se o tubo de triagem linfoide for negativo, um segundo tubo é realizado
para triagem de linfoma de Hodgkin classico, composto por: CD15-PacB (clone
80H5, Immunotech, Marselha, Franga), CD45-V500 (BDB), CD30-FITC ( clone
Ber-H83, BDB), CD64-PE (clone 22, Immunotech), CD20-PerCP-Cy5 (clone
2H7, BD Pharmigen), CD95-APC (clone DX2, BDB), CD40-PE-Cy7 (clone 5C3,
BD Pharmigen) e CD3-APC-H7 (clone SK7, BD Pharmigen).

As amostras sdo incubadas com ACm por 15 min no escuro a temperatura
ambiente. Apos a coloragéo, 2 ml de solugcao de lise FACS (BDB) diluida 1/10
(vol/vol) em agua destilada é adicionada a cada tubo e apds mistura suave, as
amostras sao incubadas por 10 min no escuro a temperatura ambiente, a fim de
lisar as hemacias nédo nucleadas. Em seguida, as células sédo centrifugadas (5
min a 540g) e o sedimento celular lavado em 4 ml de PBS. Finalmente, as células
sao novamente suspensas em 0,5 ml de PBS e imediatamente executadas em
um citémetro de fluxo FACSCanto Il (BDB).

A aquisicdo de dados é realizada imediatamente apds a conclusdo da
preparagao da amostra usando o programa de software BD FACSDIVA (BDB).
Para cada amostra, sdo adquiridas informacgdes sobre um total de >105 células
nucleadas/tubo. Para a analise dos dados, s&o utilizados os softwares Infinicyt
(Cytognos, SL, Salamanca, Espanha). A identificacdo imunofenotipica das
células HRS é realizada de acordo com os critérios definidos por Fromm et al(®®),
sendo: expressao de CD30, CD40hi e CD95hi; aumento do FSC e SSC,; falta de

expressdo de CD64; falta de expressao brilhante de CD20; e um cluster
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contendo pelo menos 30 eventos. Além disso, um grafico de pontos FCS-A
versus FSC-H é tragado para avaliar e distinguir a presenca de rosetas de células

T/HRS e dupletos inespecificos.



7.5 Anexo 5 - Tabelas

119

Tabela 1 do anexo 5 - Casos de BA em que as informagdes clinicas/ radiolégicas foram consideradas imprescindiveis para o diagndstico.

4

Diagnéstico

Justificativa

G G 0 W S J GO G G G G G G G G G,
(9]

Benigno - Hiperplasia linfoide reacional de padréo paracortical e sinusal

Benigno - Linfadenite necrotizante supurativa - arranhadura do gato
Benigno - Hiperplasia linfoide reacional de padréo paracortical
Benigno - Linfadenite necrotizante supurativa - arranhadura do gato

Linfoma folicular grau 1/2 - variante difusa, inguinal

Linfoma da zona marginal com diferenciagédo plasmocitica, IgG4 positivo
Linfoma de células B pequenas com diferenciagédo plasmocitica (LZM?)

Linfoma de células B pequenas com diferenciagédo plasmocitica (LZM?)

Linfoma difuso de grande células B, perfil centro germinativo
LDGCB

LDGCB

LDGCB, perfil ndo centro germinativo + linfoma linfoplasmocitico
Linfoma de Hodgkin classico, esclerose nodular

Linfoma de Hodgkin classico, esclerose nodular

DLPT monomérfica do tipo linfoma de Burkitt

Doenca linfoproliferativa polimérfica, semelhante a DLPT
Linfoma difuso de grandes células B, primario do mediastino
Linfoma difuso de grandes células B, rico em células T e histidcitos
Linfoma de Burkitt

Neoplasia linfoproliferativa CD30 positiva (LDGCA ALK -?)
LGCA primario da pele com acometimento nodal secundario
Linfoma linfoblastico T, TDT negativo

Linfoma de Hodgkin classico + linfoma linfocitico (Richter)
Linfoma difuso de grandes células B, EBV positivo

Linfoma linfoplasmocitico

Linfoma/ leucemia de células T do adulto + LLC

Neoplasia de células T maduras (LCGG?)

Histologia benigna + mastite em mama homolateral (dispensou IHQ)

Paciente jovem, veterinario, contato com gatos (dispensou IHQ)

Uso de anticonvulsivante + doenga localizada + populagdo T andémala suspeita (IFT CMF)

Paciente jovem, filhotes de gato em casa (dispensou IHQ)

Doenca inguinal localizada + arquitetura difusa + CD23 positivo

Massa perirrenal + infiltragdo de pleura + pico monoclonal

Massa perirrenal localizada + pico monoclonal

Acometimento pulmonar exclusivo

Paciente jovem + massa mediastinal , porém com acometimento gastrico extenso e de linfonodos abdominais
Linfoma B de grandes células CD10 positivo com extensa necrose, em vigéncia de tratamento para LDGCB CG
Linfoma B de grandes células com extensa necrose, em vigéncia de tratamento para LDGCB ndo CG
Paraproteinemia IgM + envolvimento de bago e medula éssea. Crescimento linfonodal rapido associado
Clinica fortemente sugestiva de linfoma (massa mediastinal + linfonodomegalia cervical) - repetiu a bidpsia
Material escasso, poucas células diagndsticas, porém IHQ classica e clinica compativel

Antecdente de trasnplante hepatico

Paciente HIV positiva

Paciente jovem + predominio de doenga mediastinal extensa

morfologia caracteristica + linfonodomegalia + acometimento de bago e medula 6ssea

Paciente jovem, HIV positiva, com doenga agressiva

Amostra escassa. Antecedente patolégico de LDGCA ALK -

Antecedente patoldgico de LGCA primario da pele. Lesao cutanea predominante

Crianga com massa mediastinal com infiltragdo de partes moles em parede toracica

Paciente com antecedente de LLC de longa data

Paciente idoso, lesdo extranodal - indicou pesquisa de EBV

Paraproteinemia IgM + envolvimento de medula éssea

Sorologia positiva para HTLV1

Comportamento clinico indolente. Acometimento de bago, figado, medula 6ssea e sangue periférico

Legenda: N = numero de casos com caracteristicas semelhantes



Tabela 2 do anexo 5 - Casos de BC em que as informagdes clinicas/ radioldgicas foram consideradas imprescindiveis para o diagnéstico.

Diagnéstico

Justificativa

_\_\_\_\N_\Q)_\_\_\_\_\_\_\_\Z

Benigno. Linfadenite reacional de padrao misto

Benigno. Mononucleose

Benigno. Linfadenite necrotizante supurativa

Proliferagao linfoide com numerosos plasmécitos

Linfoma folicular variante difusa, inguinal

Linfoma folicular grau 3A

Linfoma de zona marginal (MALT)

Linfoma de grandes células B (rearranjo IRF47?)

DLPT monomorfica do tipo linfoma de Burkitt

DLPT do tipo linfoma de Hodgkin classico

DLPT monomoérfica do tipo LDGCB EBV +

Linfoma difuso de grandes células B, primario do mediastino
Linfoma de Hodgkin PLN, padrao difuso, B rico em T simile
Linfoma de Hodgkin PLN

Linfoma linfoplasmocitico

Histologia benigna + clinica ndo sugestiva de linfoma - dispensou IHQ
Linfonodomegalia cervical + Sorologia para EBV (IgM+, IgG-)
PCR positivo para Chlamydia trachomatis na secregéo uretral
Paciente com doencga autoimune em atividade - acompanhamento
Doenga inguinal localizada + arquitetura difusa + CD23 positivo
Doenga acometendo mais de uma regido, além da inguinal
Antecedente de MALT do intestino delgado

Paciente jovem, com linfonodomegalia cervical localizada
Antecedente de transplante hepatico

Antecedente de transplante hepatico

Antecedente de transplante hepatico

Paciente jovem + predominio de doenga mediastinal extensa
Antecedente de linfoma de Hodgkin PLN

Clinica sugestiva de linfoma orientou repeti¢cdo da biopsia
Paraproteinemia IgM + acometimento de bago e medula 6ssea

Legenda: N = niumero de casos com caracteristicas semelhantes.
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Tabela 3 do anexo 5 - Casos de BA em que a IFT CMF foi considerada imprescindivel para o diagnéstico.

Diagnéstico

Justificativa

_\_\_\l\)_\_\l\).[;_\_\wz

Linfadenite reacional de padrdo misto

Linfoma linfocitico

Linfoma linfocitico com reagédo granulomatosa
Linfoma de zona marginal

Linfoma de células B pequenas e maduras (LZM?)
LDGCB, perfil ndo centro germinativo + linfoma linfoplasmocitico
LDGCB + linfoma folicular grau 3B

Linfoma linfoblastico T

Linfoma B de alto grau (SOE) + LLC

Linfoma difuso de grandes células B, CG + LLC
Linfoma/ leucemia de células T do adulto + LLC

Histologia benigna + IFT CMF negativa - dispensou IHQ

Dupla populagéo neoplasica na IFT CMF - LLC tipica e LLC atipica
Auxiliou a estabelecer a natureza neoplasica da lesao

Auxiliou a estabelecer a natureza neoplasica da lesao

Auxiliou a estabelecer a natureza neoplasica da lesao

Auxiliou a identificar o componente de pequenas células/ plasmécitos
Amostra limitada. Populagao clonal CD10 negativa - repetiu bidpsia
TDT negativo. CD3 citoplasmatico + duplo negativo CD4/ CD8
Identificagcdo de dupla populagao neoplasica na IFT CMF

Auxiliou a identificar o componente de pequenas células

Auxiliou a identificar o componente de pequenas células

Legenda: N = niumero de casos com caracteristicas semelhantes.



Tabela 4 do anexo 5 — Casos de BC em que a IFT CMF foi considerada imprescindivel para o diagndstico.

Diagnéstico Justificativa

N
1
1
2
1
1

Linfadenite reacional de padrdo misto Histologia benigna + IFT CMF negativa - dispensou IHQ

Neoplasia de células B pequenas e maduras (infiltragéo parcial)  Confirmacgéo de populagao linfoide neoplasica em linfonodo duvidoso ao HE + IHQ
Linfoma da zona marginal Auxiliou a estabelecer a natureza neoplasica da leséo

Linfoma difuso de grandes células B, ndo CG + LLC Auxiliou a identificar o componente de pequenas células

Linfoma difuso de grandes células B, ndo CG (infiltragao parcial) Confirmacgéo de populagao linfoide neoplasica em linfonodo duvidoso ao HE + IHQ

Legenda: N = niumero de casos com caracteristicas semelhantes.
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Tabela 5 do anexo 5 — Casos de BA em que outros exames foram considerados imprescindiveis para o diagndstico.

Diagnéstico

Justificativa

_\_\_\N_\_\wz

Linfoma de grandes células B, rico em células T e histiocitos
Linfoma B de alto grau, SOE

Linfoma B de alto grau, SOE

Linfoma difuso de grandes células B, EBV positivo

Linfoma B de alto grau, com rearranjo do MYC e do BCL2
Linfoma B de alto grau, com rearranjo do MYC , BCL2 e BCL6
Leucemia de células granulares grandes

Negatividade para HIS-EBV afasta outros possiveis diferenciais

FISH negativo para rearranjo MYC, BCL6 e BCL2 confirma LBAG SOE
FISH com rearranjo isolado do MYC confirma LBAG SOE

Detecgéo do EBV é fundamental para o diagnostico

Identificagdo do rearranjo é fundamental para o diagnéstico

Identificagdo do rearranjo é fundamental para o diagnéstico

Fundamental afastar neoplasias de células T maduras associadas ao EBV

Legenda: N = niumero de casos com caracteristicas semelhantes.
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Tabela 6 do anexo 5 — casos de BC em que outros exames foram considerados imprescindiveis para o diagnéstico.

Diagnéstico

Justificativa

Linfadenite reacional - mononucleose

Linfadenite reacional com expansao de zona T

Linfoma folicular variante difusa (inguinal)

Linfoma folicular grau 3A (BCL2 negativo IHQ)

Linfoma de células do manto CD5 e SOX-11 negativo
Linfoma difuso de grandes células B, EBV positivo

Linfoma de células T angioimunoblastico

Linfoma de células T periféricas SOE

Linfoma de grandes células B, rico em células T e histiocitos
Linfoma B de alto grau, com rearranjo do MYC e do BCL2

Detecgéo do EBV é fundamental para o diagnostico

Pesquisa de clonalidade T negativa confirma o diagnéstico de reacional
Auséncia do rearranjo do BCL2 reforga o diagndstico

Presenca do rearranjo do BCL2 confirma o diagnéstico

Presenca da t(11;14) confirma o diagndstico

Detecgéo do EBV é fundamental para o diagnostico

Detecgéo do EBV é fundamental para o diagnostico

Pesquisa de clonalidade T positiva confirma o diagnéstico de linfoma
Negatividade para HIS-EBV afasta outros possiveis diferenciais
Identificagdo do rearranjo é fundamental para o diagnéstico

Legenda: N = niumero de casos com caracteristicas semelhantes.
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