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Resumo

Objetivo: Determinar a utilidade, na prética rotineira, da andlise da clonalidade dos linfécitos T e B nos tecidos pulmonares por reacdo em
cadeia da polimerase no diagndstico das doencas linfoproliferativas pulmonares. Métodos: Avaliaram-se, mediante analise imunohistoqui-
mica e rearranjo molecular dos genes, 8 casos de pneumonia intersticial linfocitica (PIL) e 7 casos de doencas linfoproliferativas pulmonares.
Resultados: Todos os 8 casos de PIL expressaram imunocoloracido moderada a forte para CD3, em contraste com apenas 2 casos de linfoma e
1 caso de pseudolinfoma. Rearranjo génico foi detectado em 4 de 8 casos de PIL, o que mudou o diagnostico de PIL para linfoma, indicando,
assim, a importancia da deteccéo de rearranjo génico em casos de PIL. Nesta situacéo, rearranjo génico usando-se os pares de primers VH/JH
e Vy11/Jy12 foi detectado em 3 e 1 casos de PIL, respectivamente, e ndo foram detectadas anormalidades génicas usando-se as pares D31/
JB2 e Vy101/Jy12. Uma associagdo positiva foi detectada entre a intensidade de imunoexpressdo CD20 e CD68 e rearranjo génico usando-se
o par de primers VH/JH. Antes do rearranjo génico, 4 pacientes com PIL morreram rapidamente, enquanto que, apos o rearranjo génico,
apenas 1 paciente com PIL morreu. Conclusdes: A deteccio de células B e T monoclonais por imunofenotipagem e reacdo em cadeia da
polimerase mostrou impacto no diagndstico de linfomas pulmonares em pacientes previamente diagnosticados com PIL. Portanto, imunofe-
notipagem e reacdo em cadeia da polimerase devem ser incluidas como métodos de ‘padrdo ouro’ na rotina diagndstica.
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Introducao

Pneumonia intersticial linfocitica (PIL) é um
termo clinico-patologico histologicamente rela-
cionado a infiltrado intersticial denso, composto
principalmente por células T, células plasmaticas e
histiocitos, sendo que centros germinais sdo freqiien-
temente identificados.!» Essa doenca se inclui no
espectro das proliferacdes linféides pulmonares, as
quais variam desde a bronquite/bronquiolite foli-
cular e a hiperplasia linféide pulmonar (proliferacdes
basicamente limitadas as vias aéreas) até o linfoma
maligno de baixo grau.*® Aparentemente, a PIL
as vezes evolui para linfoma. Embora a freqiiéncia
dessa evolugdo provavelmente seja baixa, ¢ dificil
determina-Ia, pois os linfomas de baixo grau podem
simular a PIL.C¥

O principal diagnostico diferencial da PIL ¢ o
linfoma de baixo grau,”’ o qual geralmente é um
tumor de células B bem diferenciado que parece
originar-se de tecido linféide associado a mucosa
e ¢ o subtipo histolégico mais comum de linfoma
ndo-Hodgkin (LNH) pulmonar.®” A diferenciacio
entre a PIL e o linfoma de baixo grau pode ser dificil
em cortes corados pela técnica de rotina de hema-
toxilina e eosina (H&E), podendo requerer andlises
imunohistoquimicas incluindo os anticorpos CD3,
CD20, CD4, CD45R0, CD8, CD15, CD30 e CD68,®?
assim como pesquisas de rearranjo génico molecular
usando técnicas como a reacdo em cadeia da poli-
merase, conhecida como polymerase chain reaction
(PCR) em inglés. (0™

0 desenvolvimento de técnicas de biologia mole-
cular, como o Southern blotting"” e a PCR,(>"
tornou possivel a deteccdo de populacdes monoclo-
nais de linfocitos B e T por meio da detec¢do dos
genes que codificam as proteinas imunoblobulinicas
de células B e as proteinas receptoras de células T,
conhecidas como 7-cell receptor (TCR) proteins em
inglés. Essa deteccdo tem sido usada para respaldar
o diagnostico de linfomas nodais,"®'” assim como
o de linfomas extranodais como os linfomas
gastricos!'® e os pulmonares.('%-?%)

O objetivo deste estudo foi determinar a viabi-
lidade da deteccdo de populacées monoclonais de
linfocitos B e T na pratica rotineira. Realizamos
um estudo retrospectivo para avaliar os rearranjos
génicos da cadeia pesada da imunoglobulina (IgH)
e da TCR por meio da PCR no diagndstico de
PIL. Para a validagdo do uso deste procedimento,
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avaliamos também os rearranjos génicos da I1gH e
da TCR em casos-controle de doencas linfoprolife-
rativas pulmonares.

Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
da Universidade de Sdo Paulo.

Blocos de parafina com quantidades suficientes
de tecido foram coletados de nossos arquivos para
a realizacdo de cortes seriados para as prepara-
cdes histoquimicas. Todas as biopsias haviam sido
obtidas durante o atendimento clinico de rotina dos
pacientes. A populacdo do estudo foi composta por
9 casos (6 pacientes do sexo feminino e 3 do sexo
masculino; mediana de idade de 41 anos). As amos-
tras foram avaliadas por patologistas pulmonares
experientes que verificaram que 8 dos casos apre-
sentavam um padrao histologico compativel com PIL
e que o caso restante apresentava um padrdo histo-
logico compativel com pseudolinfoma (Tabela 1).
0 diagnostico foi baseado em achados clinicos e
histoldgicos em bidpsias (7 bidpsias pulmonares
cirurgicas e 2 biopsias transhronquicas) obtidas entre
1982 e 2002 e reclassificadas, de forma unanime, de
acordo com a American Thoracic Society/European
Respiratory Society International Multidisciplinary
Consensus Classification of Idiopathic Interstitial
Pneumonias? Qs casos de PIL secundaria a
sindrome de Sjogren ou a sindrome da imunodefi-
ciéncia adquirida foram excluidos do estudo.

Como grupo controle, foram incluidos 6 casos
de linfoma pulmonar (mediana de idade, 43 anos):
1 caso de LNH de células B de baixo grau, 1 caso
de linfoma de células B de baixo grau com diferen-
ciacdo plasmocitica, 2 casos de LNH de células T
de alto grau, 1 caso de granulomatose linfomatoide
e 1 caso de doenca de Hodgkin. Os espécimes de
tecido haviam sido obtidos por meio de autopsia
(1 caso) ou de bidpsia pulmonar a céu aberto
(5 casos).

Os cortes de 3 wm de espessura, os quais haviam
sido fixados em formalina e emblocados em parafina,
foram desparafinizados com xileno e reidratados
usando uma série de alcoois graduados. A peroxidase
endogena foi bloqueada com 7 lavagens de 5 min
em peroxido de hidrogénio a 10%. Uma melhor
amplificacdo foi conseguida em solu¢do masca-
rante em alta temperatura (10 mM tampéo citrato,
pH 6.0). Os cortes foram lavados em salina tampo-
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Tabela 1 - Dados clinicos dos pacientes.
Caso Idade Sexo Biopsia Histologia Sobrevida (meses) Estado
1 57 F BTB PIL 25 1
2 2 M BPCA PIL 2 0
3 40 F BPCA PSLI 17 1
4 17 F BPCA PIL 65 1
5 52 F BTB PIL 2 0
6 20 M BPCA GLI 20 0
7 38 F BPCA LCBBG 46 0
8 28 M BPCA PIL 30 0
9 73 F BPCA PIL 48 1
10 31 M BPCA PIL 69 1
11 71 F BPCA PIL 24 1
12 24 F Mediast/ BPCA Doenca de Hodgkin 29 1
13 71 F BPCA LNH (de células B de baixo grau) 17 1
14 81 F Linfonodo LNH (de células T de alto grau) NA 0
15 67 M Linfonodo LNH (de células T de alto grau) NA 0

PIL: pneumonia intersticial linfocitica; LCBBG: linfoma de células B de baixo grau com diferenciacdo plasmocitica; GLI: granulo-
matose linfomatoide; LNH: linfoma ndo-Hodgkin; NA = ndo avaliado; BPCA: biopsia pulmonar a céu aberto; PSLI: pseudolinfoma;

Estado: 0 = morto, 1 = vivo; e BTB: bidpsia transbronquica.

nada com Tris e incubados com soro bloqueador a
2% por 20 min. Eles foram posteriormente incu-
bados por 12-18 h a 4 °C com anticorpos primarios
nas diluicdes apropriadas e entdo incubados com
anticorpos secundarios (LSAB kit peroxidase; Dako,
Carpinteria, CA, EUA) por 45 min a 37 °C. A reacio
da peroxidase foi realizada usando 3,3’ tetrahidro-
cloreto de diaminobenzidina.?® Os cortes foram
contra-corados com H&E.

Qualquer coloragdo marrom do citoplasma
das células caracterizou imunoexpressido posi-
tiva para os seguintes marcadores: CD3 (diluicdo
1:200; Dako EUA, Santa Barbara, CA, EUA); CD 20
(dilui¢do 1:800; Dako EUA); CD 15 (diluicio 1:100;
Dako EUA); CD 30 (diluicdo 1:50; Dako Dinamarca,
Glostrup, Dinamarca); CD 45 (diluicdo 1:25;
Novocastra, Newcastle Upon Tyne, Reino Unido);
CD68 (diluicdo 1:100; Dako EUA). O grau de colo-
racdo do tumor para CD3, CD20, CD15, CD30, CD45
e CD68 também foi graduado. Primeiramente, com
um aumento pequeno, a regido de maior imuno-
expressdo foi selecionada. Em seguida, com um
aumento de 400x, o grau de coloracdo do tumor
foi graduado com base na soma da intensidade
da coloracdo com a proporcdo de células coradas,
produzindo um valor potencial de 0 a 4.

O DNA foi extraido de um corte de 25 um do
bloco de parafina que melhor representava cada
caso (previamente selecionado das ldminas coradas

com H&E). Foram utilizadas 1dminas descartaveis
para microtomia, e os instrumentos foram limpos
com xileno apds cada corte de tecido para evitar a
contaminacdo cruzada.

Os cortes com parafina ndo foram desparafini-
zados. O DNA foi extraido por protedlise — 40 pL de
proteinase K (10 mg/mL) - na presenca de 800 pL
de tampdo de extracdo composto por 50 mM de
KCl, 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 2,5 mM de MgCl2,
0,1 mg/mL de gelatina, 0,45 % de Nonidet P40 e
0,45% de Tween 20. A incubacdo a 57 °C por toda
a noite foi sequida por 10 min de fervura para a
desativacdo da proteinase K.*>20)

Um primer universal VH e um primer consenso
JH foram usados para detectar rearranjos completos
da 1gH. As andlises do rearranjo génico do TCR da
cadeia beta e do TCR da cadeia alfa foram reali-
zadas usando duas combinacgdes diferentes de
primers: DB1/IB2 e Vy11/Vy101/Jy12. Esses primers
foram obtidos junto a Integrated DNA Technologies
(Coralville, 1A, EUA).

As combinagdes de primers foram as seguintes:

VH (5°-CTGTCGACACGGCCGTGTATTACTG-3);
JH (5’-AACTGCAGAGGAGACGGTGACC-3);
DB15’-  (CAAAGCTGTAACATTG TGGGGAC-3%);
JB2 (5’-AGCAC(T/G/C)GTGAGCC(T/G)GGTGCC-3%);

Vy115°~(TCT GG(A/G)GTCTATTACTGTGC-3");
Vy101  (5-CTCACACTC(C/T)CACTTC-3) e Jy12
(5’-CAAGTGTTGTTCCACTGCC-3").
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A mistura reagente continha 30 pmol de cada
primer oligonucleotideo, 3 pL de extrato de tecido,
200 um de cada desoxinucleotideo trifosfatado
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 50 mM de KCl, 10 mM
de Tris-HCI (pH 9,0), 3 mM de MgCl2, 100 ug/mL
de albumina sérica bovina e 0,25 uL de enzima Taq
Polimerase, num volume total de 50 uL com agua
destilada estéril.

Foram realizados 40 ciclos de PCR, sendo que
cada ciclo era composto por uma etapa de desnatu-
racdo a 93 °C por 1 min, uma etapa de anelamento
por 1 min e uma etapa de elongagdo a 73 °C por
1 min. Na etapa de anelamento, temperaturas dife-
rentes foram usadas para cada par de primer: 52 °C
(para VH/JH, Vy11/Jy12 e Vy101/Jy12) e 55 °C (para
DB1/JB2). Apos os 40 ciclos, houve um periodo de
5 min a 73 °C para garantir a extensdo e o anela-
mento completos dos produtos da PCR.

Aliquotas de 30 pL foram entdo analisadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%,
coradas com brometo de etideo e fotografadas sob
luz ultravioleta. As bandas de tamanho relevante
foram identificadas mediante comparacio com
um marcador de peso molecular (1 kb DNA ladder;
Invitrogen Carlsbad, CA, EUA)."

Todos os devidos cuidados foram tomados para
evitar contaminacdo.

0O teste de qui-quadrado, o teste exato de Fisher
e o teste t de Student foram usados para identificar
quaisquer correlacdes entre os achados imunohisto-
quimicos, os resultados da PCR e os dados clinicos.
As curvas de sobrevida foram criadas pelo método
de Kaplan-Meier, e a significancia estatistica das
diferencas foi calculada usando o teste /og-rank,
com p < 0,05 indicando uma diferenca significativa,
e 0 Statistical Package for Social Science (versdo 10
para Windows; SPSS Inc., Chicago, 1L, EUA).

Resultados

A Figura 1 mostra os infiltrados linfociticos
em diferentes padrdes histologicos de transtornos
pulmonares linfoproliferativos vistos apds a colo-
racdo com H&E e a coloracdo imunohistoquimica.
Nos casos de PIL (Figuras 1a a 1d) houve acentuada
infiltracdo linfocitica com extenso envolvimento
dos septos alveolares (Figuras 1a e 1b). Os infil-
trados linfociticos eram formados principalmente
por linfécitos (células B e T) com numeros variados
de células plasmaticas. Os linfocitos T (células CD3)
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foram vistos predominantemente no intersticio do
septo alveolar (Figura 1c), enquanto os linfocitos B
(células CD20) foram encontrados principalmente
nos agregados dentro dos foliculos linfoides e focal-
mente nas paredes alveolares espessadas (Figura 1d).
Ja os casos de linfoma de baixo grau (Figuras 1e a
1h) apresentaram infiltracdo difusa, densa e mono-
morfa das células linféides pequenas com contornos
nucleares irregulares (Figuras 1e e 1f) remodelando
a arquitetura pulmonar. As células neoplasicas
eram células B monoclonais positivas para CD20
(Figura 1g), com uma populagio reativa variavel de
células T positivas para CD30 ao fundo (Figura 1h).

Os resultados da biologia molecular estdo
listados na Tabela 2, a qual inclui o0 numero total de
casos e controles, assim como a presenca de mono-
clonalidade para os genes estudados.

A andlise por PCR do rearranjo génico da IgH
usando o par de primersVH/JH revelou uma banda de
130 bp (variacdo de tamanho prevista, 100-150 bp)
indicando a presenca de uma predominante popu-
lacdo clonal de linfocitos em linfoma T de alto
grau (Caso 13), PIL (Casos 2, 8 e 9), pseudolinfoma
(Caso 3), granulomatose linfomatoide (Caso 6) e
doenca de Hodgkin (Caso 12). Os casos que exibiam
mais do que uma banda evidente foram conside-
rados policlonais, enquanto as faixas menores que
75 bp foram tidas como inespecificas (Figura 2a).

A analise do rearranjo génico do TCR da cadeia
beta usando o par de primers DB1/JB2 revelou uma
banda de 60 bp (variacdo de tamanho prevista,
55-100 bp) em pseudolinfoma (Caso 3) (Figura 2b),
provavelmente indicando uma  amplificacdo
monoclonal.

Uma banda de 80 bp (variagdo de tamanho
prevista, 70-110 bp) foi considerada evidéncia de
amplificacdo de uma populagcdo monoclonal para o
par de primersVy11/Jy12 em linfoma T de alto grau
(Casos 14 e 15), PIL (Casos 2, 8 e 10), granulomatose
linfomatoide (Caso 6) e doenca de Hodgkin (Caso 12)
(Figura 2C). Ja a auséncia de bandas, e, portanto, de
amplificagdo monoclonal, foi visualizada usando o
par de primersVy101/Jy12 (Figura 2d).

A Tabela 1 apresenta os dados clinicos. A
mediana de idade dos pacientes foi de 40 anos
(variacdo, 2-81 anos). Havia 10 pacientes do sexo
feminino e 5 do sexo masculino. Os pacientes
abaixo de 40 anos apresentaram maior imunoex-
pressio CD15 em linfomas (p = 0,04). Todos os
pacientes do sexo masculino apresentaram imuno-
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Figura 1 - (Painéis a a d) Vista panordmica do padrdo histoldgico encontrado na pneumonia intersticial linfocitica.
Note o infiltrado linféide ao redor do eixo broncovascular com extensdo para os septos alveolares (a), composto
principalmente por linfocitos T e B e nimero variavel de células plasmaticas (b). Linfocitos T (células CD3) podem ser
vistos principalmente no intersticio septal (c), enquanto linfocitos B (células CD20) sdo encontrados predominantemente
nos agregados dentro dos foliculos linfoides e focalmente nas paredes alveolares espessadas (d). a) H&E 10x; b) H&E
200x; ¢) CD3 100x; d) CD20 100x. (Painéis e a h) Vista panordmica do padrio histoldgico encontrado no linfoma de
baixo grau (Caso 13). Note a populacdo difusa, densa e monomorfa de células linfdides pequenas remodelando e se
infiltrando no pulmio (e). Estas células apresentam contornos nucleares irregulares (f). Células linfoides neoplasicas
com coloracdo para CD20 (g), indicam o fendtipo de células B com uma populagio reativa variavel de células T
positivas para CD3 (h) ao fundo.
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Figura 2 - a) Produtos amplificados da PCR da IgH analisados em gel de poliacrilamida a 10% e corados com brometo
de etideo: faixa 1 (Caso 13); faixa 2 (Caso 1); faixa 3 (Caso 2); faixa 4 (Caso 3); faixa 5 (Caso 4); faixa 6 (Caso 5);
faixa 7 (Caso 6); faixa 8 (Caso 7); faixa 9 (Caso 8); faixa 10 (Caso 9); faixa 11 (Caso 10); faixa 12 (Caso 11) e faixa 13
(Caso 12). Os Casos 13, 2, 3, 8, 9 e 12 mostram bandas de 130 bp, indicando uma predominante populacio clonal
de linfécitos. b) Produtos amplificados da PCR do TCR da cadeia beta: faixa 1 (Caso 14); faixa 2 (Caso 15); faixa 3
(Caso 1); faixa 4 (Caso 2); faixa 5 (Caso 3); faixa 6 (Caso 4); faixa 7 (Caso 5); faixa 8 (Caso 6); faixa 9 (Caso 7); faixa
10 (Caso 8); faixa 11 (Caso 9); faixa 12 (Caso 10) e faixa 13 (Caso 11). Observou-se uma banda de = 60 bp no Caso 3,
provavelmente indicando amplificagdo monoclonal. ¢) Produtos amplificados da PCR do TCR da cadeia alfa: faixa 1
(Caso 14); faixa 2 (Caso 15); faixa 3 (Caso 1); faixa 4 (Caso 2); faixa 5 (Caso 3); faixa 6 (Caso 4); faixa 7 (Caso 5); faixa
8 (Caso 6); faixa 9 (Caso 7); faixa 10 (Caso 8); faixa 11 (Caso 9); faixa 12 (Caso 10); faixa 13 (Caso 11) e faixa 14 (Caso
12). Com o uso do par de primers Vy11/Jy12, observou-se amplificacdo de populagdo monoclonal nos Casos 14, 15,
2, 6,8, 10 e 12. d) Produtos amplificados da PCR do TCR da cadeia alfa: faixa 1 (Caso 14); faixa 2 (Caso 15); faixa 3
(Caso 1); faixa 4 (Caso 2); faixa 5 (Caso 3); faixa 6 (Caso 4); faixa 7 (Caso 5); faixa 8 (Caso 6); faixa 9 (Caso 7); faixa 10
(Caso 8); faixa 11 (Caso 9); faixa 12 (Caso 10); faixa 13 (Caso 11) e faixa 14 (Caso 12). Ndo se observou amplificagio
monoclonal usando o par de primers Vy101/Jy12.

expressdo VY11, enquanto 8 dos 10 pacientes do
sexo feminino ndo expressaram VY11 (p = 0,007).
Néo foram encontradas diferengas quanto a imuno-
fenotipagem, rearranjo génico, sexo ou idade.

A Tabela 2 apresenta os resultados referentes
a intensidade da coloracdo do tumor para CD3,
CD20, CD15, CD30, CD45 e CD68 e a imunofenoti-
pagem estratificados de acordo com o diagnostico
(PIL ou linfoma). Todos o 8 casos de PIL expres-
saram imunocoloracdo moderada a forte para CD3,
enquanto somente 2 casos de linfoma e 1 caso
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de pseudolinfoma expressaram imunocoloragio
semelhante, sendo esta diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,02). Todos os 8 casos de PIL,
assim como 6 casos de linfoma e 1 caso de pseu-
dolinfoma, também apresentaram imunoexpressio
CD20, sem diferencas em relacdo a intensidade da
coloracdo. Da mesma forma, ndo foram observadas
diferencas para CD15, CD30, CD45 ou CD68.

A Tabela 2 apresenta os resultados referentes a
deteccdo de rearranjo génico usando os pares de
primers VH/JH, DB1/JB2, Vy11/Jy12 e Vy101/Jy12
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Tabela 2 - Imunofenotipagem de linfdcitos e rearranjo génico de acordo com o grau de coloragio do tumor.
Diagnostico Imunohistoquimica Primers
Inicial/Final ~ CD3 CD15 CD20 CD30 CD45 CD68 VH/JH DB1/JB2  Vyl1/y12  Vyl01/Jy12

PIL/PIL 2 NR 1 NR NR NR 0 0 0 0
PIL/BBG 3 0 2 0 2 2 1 0 1 0
PSLI/BBG 4 2 0 3 1 1 0 0
PIL/PIL 2 3 1 1 2 0 0 0 0
PIL/PIL 3 NR 2 NR NR NR 0 0 0 0
GLI/BBG 1 2 2 0 3 1 0 1 0
LCBBG/ 1 0 1 0 2

LCBBG 0 0 0 0
PIL/BBG 3 0 2 0 3 1 1 0 1 0
PIL/BBG 3 0 2 0 3 1 1 0 0 0
PIL/TBG 2 1 1 1 0 2 0 0 1 0
PIL/PIL 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0
DH/DH 0 2 0 3 2 1 1 0 1 0
BBG/BBG 1 0 4 0 4 1 1 0 0 0
TAG/TAG 3 NR 0 1 NR NR 0 0 1 0
TAG/TAG 4 0 0 1 0 0 0 0 1 0

PIL: pneumonia intersticial linfocitica; NR = nio realizada (material escasso originado da bidpsia transbronquica); BBG: linfoma de
células B de baixo grau, PSLI: pseudolinfoma; GLI: granulomatose linfomatoide; LCBBG: linfoma de células B de baixo grau com
diferenciacdo plasmocitica; TBG= linfoma de células T de baixo grau; DH: doenca de Hodgkin; e TAG: linfoma de células T de alto

grau. Estado: O = morto e 1 = vivo.

estratificados de acordo com o diagnostico (PIL ou
linfoma). Detectou-se rearranjo génico em 4 dos 8
casos de PIL, o que mudou o diagnostico de PIL
para linfoma, mostrando, assim, a importancia da
deteccdo de rearranjo génico em casos de PIL. Nesta
situacdo, detectou-se rearranjo génico usando os
pares de primers VH/JH e Vy11/Jy12 em 3 e 1 casos
de PIL, respectivamente, e ndo foram encontradas
anormalidades usando os pares de primers DR1/Jp2
e Vy101/Jy12 em nenhum dos casos.

A Tabela 3 apresenta as associagdes entre imuno-
fenotipagem e rearranjo génico. Encontrou-se uma
significativa associacdo positiva entre a intensi-
dade da imunoexpressdo CD20 e CD68 e rearranjo
génico usando-se o par de primers VH/JH (p = 0,01
e p = 0,002, respectivamente).

As relacdes entre dados clinicos, doencas linfo-
citicas/linfoproliferativas e sobrevida geral foram
examinadas usando o método Kaplan-Meier e o
teste /og-rank antes e apds o rearranjo génico. Nao
foram encontradas diferencas relacionadas a idade
ou ao sexo. Antes do rearranjo génico, a sobre-
vida média foi de 48 meses para os 8 pacientes
com PIL e de 46 meses para os 7 pacientes com
linfoma ou pseudolinfoma. Apos o rearranjo génico,
apesar da auséncia de significAncia estatistica,

a sobrevida média para os pacientes com PIL foi
de 58 meses, em comparagdo a 30 meses para 0s
pacientes com linfoma (/og-rank = 2,64; p = 0,10).
Antes do rearranjo génico, 4 pacientes com PIL
morreram rapidamente, enquanto que, apos o rear-
ranjo génico, apenas 1 paciente com PIL morreu.
Esta diferenca ndo atingiu significancia estatistica
(/og-rank = 0,20; p = 0,65).

Discussédo

A posicdo da PIL nos sistemas de classificacdo
tem mudado com os avangos na compreensio
da natureza dos infiltrados linfociticos, e muitos
grupos preferem classificar a PIL sob o titulo de
doencgas linfoproliferativas pulmonares.?” O diag-
nostico de doencas linfoproliferativas pulmonares
pode ser evocado em muitas condicdes clinicas, tais
como a PIL, o pseudolinfoma, o linfoma primario e
a localizagdo pulmonar de um LNH estendido.

Em nosso estudo, verificou-se que a PIL se
caracterizava por acentuada infiltracdo linfocitica
com extenso envolvimento dos septos alveolares,
semelhante a descrita por outros autores em
1969,?® contrastando com a infiltracio difusa,
densa e monomorfa de células linfdides pequenas
nos linfomas. Todos os 8 casos de PIL expressaram
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Tabela 3 - Correlagdes entre imunofenotipagem e rearranjo génico.

Imunofenotipagem de

Rearranjo génico

linfocitos VH/JH DB1/IB2 Vy11/Jy12 Vy101/Jy12

CD3 Coeficiente de -0,048 0,415 0,064 0,0

correlacéo

(bicaudal) 0,865 0,124 0,821 0,0
CD15 Coeficiente de -0,117 -0,208 0,259 0,0

correlagdo

(bicaudal) 0,718 0,516 0,416 0,0
CD20 Coeficiente de 0,605 0,229 -0,311 0,0

correlagdo

(bicaudal) 0,017a 0,412 0,260 0,0
CD30 Coeficiente de -0,431 -0,224 0,431 0,0

correlagdo

(bicaudal) 0,142 0,462 0,142 0,0
CD45 Coeficiente de 0,786 0,452 -0,300 0,0

correlacio

(bicaudal) 0,002b 0,140 0,344 0,0
CD68 Coeficiente de 0,334 0,458 0,101 0,0

correlacio

(bicaudal) 0,289 0,134 0,754 0,0

Significativo no nivel de 0,05 (bicaudal); e "Significativo no nivel de 0,01 (bicaudal).

significativa imunocolora¢do moderada a forte para
CD3, enquanto apenas 2 casos de linfoma e 1 caso
de pseudolinfoma tiveram imunocoloracdo seme-
Thante. J& a imunocoloracdo para CD 20, CD15,
CD30, CD45 e CD68 foi vista em quase todos os
casos. Embora os anticorpos CD20, CD45 e CD68
sejam wusados rotineiramente para determinar
clonalidade em diferentes tipos de doencas linfo-
proliferativas, nossos achados demonstraram que
somente o CD3 estava especificamente relacionado
aos casos de PIL. Este achado sugere que o diagnos-
tico diferencial entre PIL e linfomas ¢ dificil devido
a presenca (nem sempre detectavel na pratica roti-
neira) de populacdes clonais de células B e T nos
linfocitos. H4 poucos relatos na literatura sobre
populagdes clonais de linfocitos B ou T no tecido
pulmonar de pacientes com linfoma pulmonar de
células B ou T."222429 Nesse contexto, a técnica da
PCR ¢é promissora.

De fato, mediante o uso da técnica da PCR para
detectar rearranjos completos da 1gH e mediante a
analise do TCR da cadeia beta e do TCR da cadeia
alfa usando duas combinacoes diferentes de primers,
como DB1/JB2 e Vy11/Vy101/Iy12, verificamos que
o par de primers VH/JH indicou a presenca de uma
predominante populagdo clonal de linfocitos em
linfoma T de alto grau (Caso 13), PIL (Casos 2, 8
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e 9), pseudolinfoma (Caso 3), granulomatose linfo-
matdide (Caso 6) e doenga de Hodgkin (Caso 12). A
analise do rearranjo génico do TCR da cadeia beta
usando o par de primers DB1/JP2 identificou ampli-
ficagdo monoclonal em pseudolinfoma (Caso 3). Com
o uso do par de primers Vy11/Jy12, encontrou-se
amplificagcdo de populacdo monoclonal em linfomas
T de alto grau (Casos 14 e 15), PIL (Casos 2, 8 e 10),
granulomatose linfomatoide (Caso 6) e doenca de
Hodgkin (Caso 12). Estes resultados sugerem que
VH/JH e Vy11/Jy12 sdo as melhores combinacdes
para detectar rearranjo génico em casos de linfoma
que apresentam padrao histoldgico compativel com
PIL.

Nossos achados reforcam a sugestdo de que,
uma vez que muitos casos de PIL evoluem para
linfoma, a PIL deve ser considerada pré-neoplasica
ou vista como um verdadeiro linfoma se qualquer
rearranjo génico for detectado. De fato, o nosso
estudo mostrou que 4 dos 8 casos de PIL eram casos
de linfoma de células B ou T de baixo grau ou casos
de doenca de Hodgkin desde o inicio.

Também verificamos que ¢ dificil estabelecer as
distincdes entre PIL idiopatica, linfoma e doenca
de Hodgkin somente com base na andlise roti-
neira de cortes histoldgicos,®® a qual nio deve ser
subestimada, mas sim complementada pela imuno-
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fenotipagem e a analise por PCR, contribuindo,
assim, para uma melhor identificacio/classificacdo
dos casos de linfoma. De fato, encontramos uma
significativa associagdo positiva entre a analise
imunohistoquimica e a técnica da PCR (Tabela 3).
Além disso, nosso estudo mostrou que a analise
imunohistoquimica e molecular pode separar infil-
trados reativos e neoplasicos, e que 50% dos casos
de PIL eram na realidade transformagdes malignas,
incluindo a doenca de Hodgkin (uma variante com
predominancia linfocitica). Também confirmamos
que o pseudolinfoma na realidade representa um
linfoma de baixo grau. Estes achados suscitam a
necessidade de modificagbes no protocolo tera-
péutico usado para esse subgrupo de pacientes.
Contudo, isso pode ndo ocorrer em todos 0s casos
de PIL, sugerindo que alguns casos de PIL preen-
chem os critérios para estado benigno e devem
ser tratados somente com esteroides, enquanto
os casos de PIL com deteccdo de rearranjo génico
devem ser vistos como casos de linfoma e tratados
com quimioterapia.

Neste estudo, enfatizamos o diagnostico da PIL
mediante a analise imunohistoquimica e por PCR
do rearranjo génico da IgH. Esta pesquisa ¢ muito
importante para oncologistas, pneumologistas e
patologistas pulmonares porque permite o esta-
belecimento do diagndstico correto de linfoma e a
introducio do tratamento adequado para a doencga,
assim como, talvez, uma maior chance de sobrevida
para esses pacientes.

Uma vez que a PIL e os linfomas primarios do
pulmio sdo raros, representado menos de 1% de
todas as patologias pulmonares na maioria dos
estudos, era de se esperar que a nossa casuistica
tivesse um tamanho pequeno. Contudo, o impacto
clinico de nossos achados foi investigado. Nio
foram encontradas diferengas quanto a imunofeno-
tipagem, rearranjo génico, sexo ou idade. Também
examinamos as curvas de sobrevida antes e apds
o rearranjo génico. As diferencas nio atingiram
significancia estatistica, provavelmente devido ao
numero limitado de pacientes e ao fato de que os
clinicos ndo estavam cientes de que alguns dos casos
de PIL eram linfomas. O diagndstico de linfoma em
alguns dos casos de PIL foi feito somente apos o
rearranjo génico. A andlise das curvas de sobre-
vida antes e apds o rearranjo génico revelou que
4 pacientes com PIL morreram rapidamente antes
dele, enquanto somente 1 paciente com PIL morreu
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depois dele, confirmando que o estdgio mais agres-
sivo da doenga ocorre antes do rearranjo génico.

Independentemente do mecanismo patoge-
nético linfocitico/linfoproliferativo, a deteccdo de
células B e T monoclonais por imunofenotipagem
e PCR teve impacto no diagnostico de linfomas
pulmonares em pacientes previamente diagnosti-
cados com PIL. Portanto, a imunofenotipagem e a
PCR devem ser usadas como métodos de ‘padrdo
ouro’ na rotina diaria. Foram obtidos resultados de
PCR interpretaveis na maioria dos casos analisados,
demonstrando que a nossa andlise por PCR pode se
tornar um procedimento de rotina. A deteccdo de
rearranjo génico em bidpsias pulmonares, especial-
mente em casos diagnosticados como PIL, é muito
importante para o estabelecimento de um diagnds-
tico acurado de linfoma. Para verificar se esses casos
representam ou nao transformacdo maligna de PIL,
sdo necessarios ensaios prospectivos envolvendo
amostras maiores de pacientes. Além disso, acredi-
tamos que mais estudos sobre doencas linfociticas
e linfoproliferativas sdo necessarios para validar os
resultados da nossa analise por imunofenotipagem
e rearranjo génico.
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