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A micose fungoide (MF) corresponde a cerca de 50% de todos os linfomas primarios da
pele. Trata-se de uma neoplasia epidermotropica constituida por linfocitos atipicos, com
fenotipo predominantemente de linfocito T CD4+. O diagnostico da MF ¢ freqiientemente
muito dificil, tanto pela sobreposicdo com dermatoses benignas, como pela discordancia
entre achados clinicos e histopatologicos. Embora a certeza de malignidade repouse na
observacdo do comportamento clinico, parametros histopatologicos, morfométricos e
imunofenotipicos tém sido utilizados para indicar malignidade. Em estudos prévios
realizados pelo nosso grupo, ndo confirmamos os achados de alguns autores, que enfatizam
que niveis elevados da relagio CD4:CDS8 sugerem malignidade. Entretanto, tivemos a
oportunidade de comprovar a utilidade da perda da expressao do marcador linféide T, CD7,
no diagndstico das lesdes linfomatosas. Neste tltimo estudo, ficou-nos a impressdao de que
a auséncia de expressdo do CD7 era mais evidente em células linféides mais volumosas e
atipicas. Dando continuidade a esta linha de investigag@o, os objetivos do presente trabalho
sao os de determinar o papel da avaliagdo morfométrica em tecidos incluidos em parafina e
submetidos a reagdo imunoistoquimica com CD3 na diferenciagdo das infiltragdes
linfocitarias cutaneas e determinar se existe correlacdo entre o aumento da area nuclear e o
percentual de expressao do CD7 nestas lesdes. Foram estudados 30 casos de MF e 11 casos
de infiltrados linfoéides cutaneos benignos. Imagens de 100 células positivas de cada caso
foram capturadas e analisadas utilizando o sistema de analise de imagens Imagelab®, sendo
mensurados perimetro (P), area (A) e diametros (D) nucleares e calculado o indice de
contorno nuclear (ICN= P/YA). Houve diferenca estatisticamente significante entre as
médias de todas as variaveis (p< 0,05), sendo A a variavel com maior poder de
discriminagdo entre os grupos (1> = 80,82%). E observou-se uma tendéncia de correlagdo
entre a perda de expressdo de CD7 e o aumento da area nuclear. Ficou, assim, demonstrado
que a avaliacdo de parametros nucleares de células previamente identificadas como
linfécitos T através da imunocoloragdo para o CD3 permite a diferenciacdo morfométrica
entre MF e infiltracdes linfocitarias benignas. Este método adiciona critérios objetivos para

auxiliar no diagnostico da MF.
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Mycosis fungoides (MF) represents the most common skin lymphoid neoplasm. In initial
stages, differential diagnosis of MF with other benign dermal lymphoid infiltrates (BDLI)
may be impossible on morphological basis alone. In previous studies conducted by our
group, only loss of immunoexpression of CD7 in MF proved to be of diagnostic help, but
not the ratio between immunoexpression of CD4 and CD8. In the present study, 30 cases of
MF and 11 cases of BDLI were analyzed, in order to compare morphometric parameters,
which could be of diagnostic aid. As CD7 1is frequently deleted in MF,
immunohistochemical detection of T-cells was made using an antibody to CD3. Images of
100 CD3-positive cells per case in both groups were captured and analyzed using a simple
computer program (Imagelab®) for nuclear perimeter (P), area (A), diameters (D) and
nuclear contour index (NCI). All parameters showed statistically significant higher values
for MF. Area was the variable with the strongest discriminating power between the two
groups of patients. There was a tendency to a correlation between the loss of expression of
CD7 and increase in nuclear area. Even if morphologic evaluation is not accurate to
distinguish benign versus malignant dermal lymphoid infiltrates, due to the variability of
size and shape of these cells, a more sensitive method promptly shows this difference. Our
results suggest that morphometry of CD3-positive lymphoid cells may add valuable

information in the differential diagnosis of MF and benign dermatoses.

Abstract
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TECIDO LINFOIDE ASSOCIADO A PELE

A pele ¢ a primeira interface entre o corpo e o meio ambiente sendo exposta a
um grande espectro de agressdes, como agentes fisicos, quimicos e traumaticos. Estes ao
comprometerem sua integridade possibilitam a entrada de microorganismos patogénicos.
Desta forma a pele necessita de meios bastante efetivos para sua protegdo, envolvendo tanto
a imunidade inata quanto a imunidade adquirida, através do recrutamento de linfocitos T de
memoria. Dentre estes existe um grupo com capacidade de circular preferencialmente na
pele, parecendo lembrar o sitio anatdmico onde primeiro encontraram um antigeno. Estas
células sdo identificadas por um marcador conhecido como antigeno linfocitario cutaneo
(CLA - “cutaneous lymphocytic antigen”; Robert & Kupper, 1999). Embora sua fungao
primaria seja a vigilancia imunologica, estes linfocitos T CLA positivos estdo envolvidos
em muitas doencas inflamatorias da pele (liquen plano, psoriase, dermatite de contato,
dermatite atdpica), na doenca do enxerto versus hospedeiro ¢ nos linfomas cutaneos de

células T, como a micose fungoide (Girardi et al., 2004).

Esta organizacdo regional do sistema imune ocorre através de interagdes
moleculares que se iniciam com a apresentacdo de antigenos as células T. Células
apresentadoras de antigenos residentes na pele (células de Langerhans e células dentriticas
dérmicas) internalizam antigenos e migram para os linfonodos regionais. Apos o
processamento enzimatico, epitopos antigénicos serdo expostos na superficie celular
ligados a moléculas HLA ou CD1. Quando uma célula T inativa (“naive”) encontrar o
antigeno para o qual ¢é especifica, ocorrerd a interagdo com o antigeno-HLA ou
antigeno-CD1 com o receptor de antigeno da célula T. Desta forma o linfocito T sera
ativado e se tornard uma célula de memoria. Estas células alteram seu perfil de expressao
de moléculas de superficie e passam a expressar moléculas como o CLA e o receptor de
quimiocina 4 (CCR4), as quais facilitam sua migragdo para a pele, tornando-se assim um

“linfécito T cutaneo” (Figura 1; Robert e Kupper, 1999; Girardi et al., 2004).

A pele, diferentemente do linfonodo, ndo ¢ um o6rgdo de alojamento de
linfocitos (“homing organ”). Entretanto, assim como nos linfonodos os linfocitos T e B
apresentam-se distribuidos em camadas, sendo esta estrutura zonal esférica nos linfonodos

e plana na pele. Os linfécitos B alojam-se preferencialmente na derme média e profunda e
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nos espagos perivasculares. Os linfocitos T localizam-se em pequeno numero na epiderme,
em uma faixa subepidérmica, na derme papilar e perianexial e no tecido adiposo

subcutaneo (Burg et al., 1995; Kempf et al., 1999).

Os infiltrados linfocitarios cutaneos ocorrem em dois padroes basicos: difuso e
nodular. O padrao difuso localiza-se ao longo da faixa subepidérmica e perianexial, com
crescimento horizontal e vertical, respectivamente. Este padrdo ¢ tipico dos infiltrados de
células T, classicamente dos estagios iniciais dos linfomas cutdneos de células T (LCCT).
O padrao nodular localiza-se primariamente na derme e cresce centrifugamente em todas as
diregoes, sendo caracteristico dos infiltrados de células B e linfomas de grandes células de

ambas as linhagens (Burg et al., 1995; Kempf et al., 1999).

Alguns aspectos adicionais diferenciam os processos linfoproliferativos de
linhagem T e B. Nos LCCT tipicamente a epiderme apresenta-se acantotica e papilomatosa,
com freqiiente epidermotropismo de células linfoéides, ndo acompanhado por espongiose.
Enquanto nos processos linfoproliferativos de células B a epiderme apresenta-se normal e

separada do infiltrado por uma faixa de derme livre (Kempf et al., 1999).

Figura 1- Ativacdo do linfocito T de memoria cutdneo, CLA positivo (modificado de

Robert e Kupper, 1999).
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LINFOMAS CUTANEOS PRIMARIOS

Consideracoes gerais

Diversas neoplasias hematologicas de células B e T podem envolver a pele,
primaria ou secundariamente. O termo linfoma cutaneo primario refere-se a linfomas
cutdneos de células T e linfomas cutdneos de células B que se apresentam na pele sem
nenhuma evidéncia de doenca extra-cutdnea ao diagnéstico. Depois do trato
gastro-intestinal a pele € o sitio mais comum de linfomas ndo Hodgkin extranodais

(Willemze et al., 2005).

Os linfomas cutaneos primarios apresentam comportamento clinico e
prognostico diferentes dos linfomas sistémicos, histologicamente similares. Também
diferem quanto aos mecanismos moleculares envolvidos na patogénese e quanto a aspectos
morfoldgicos que sdo tipicos do sitio cutdneo. Existem ainda entidades exclusivas da pele,
que apresentam caracteristicas proprias, inclusive apresentando até regressao espontanea. E
principalmente por requerer uma abordagem terapéutica diferente, este grupo de linfomas
precisa ser estudado separadamente dos tumores dos tecidos linféides e hematopoiéticos

(Kempf et al., 1999; Willemze et al., 2005).
Classificacao dos linfomas cutaneos priméarios

Nos ultimos anos, duas classificacdes foram utilizadas para os linfomas
cutaneos primarios: a da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e a da Organizacio
Européia para Pesquisa ¢ Tratamento do Cancer (EORTC - “European Organization for
Research and Treatment of Cancer”). Recentemente, afim de sanar as imperfeicdes e
diferencas destas classificacdes, realizaram-se reunides de consenso das quais resultaram a
nova classificagdo, denominada de OMS-EORTC (Tabela 1). Esta classificagdo elabora
uma divisdo dos linfomas cutidneos primarios em trés grupos (linfomas de células T e NK,
de células B e neoplasia hematologica precursora) e distribui-os em linfomas de

comportamentos clinicos indolente, intermediario e agressivo (Willemze et al., 2005).

Os linfomas cutaneos de células T (LCCT) constituem um grupo variado de
neoplasias, caracterizadas pela expansao de células T malignas na pele. Este grupo inclui

desde entidades indolentes, como a micose fungdide (MF), até extremamente agressivas,
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como o linfoma de células NK/T cutaneo primario, do tipo nasal. A MF e a sindrome de

Sézary (SS) representam cerca de 70% deste grupo (Koh et al., 1995; Willemze et al.,

1997) e aproximadamente 50% de todos os linfomas cutaneos primarios da pele

(Willemze et al., 2005).

Tabela 1- Freqiiéncia relativa e sobrevida em 5 anos de 1905 linfomas cutdneos primarios

classificados de acordo com a classificagago WHO-EORTC.

Classificacdo da Who-EORTC

Freqiiéncia (%)

Sobrevida

em 5 anos (%)

Linfoma cutineo de células T
Comportamento clinico Indolente
Micose fungoide (MF)
MF foliculotropica
Reticulose pagetdide
Pele laxa granulomatosa
Linfoma de grandes células anaplasicas cutdneo primario
Papulose linfomato6ide
Linfoma de células T subcutaneo paniculite-simile
Linfoma de células T pleomorficas CD4+ cutdneo primario
Comportamento clinico agressivo
Sindrome de Sézary
Linfoma de células NK/T cutaneo primario, do tipo nasal
Linfoma agressivo de células T CD8+ cutineo primario
Linfoma de células T y/8 cutaneo primario
Linfoma de células T periférico cutdneo primario, inespecifico
Linfoma cuténeo de células B
Comportamento clinico Indolente
Linfoma de células B da zona marginal cutaneo primario
Linfoma folicular cutineo primario
Comportamento clinico intermediario
Linfoma difuso de grandes células B cutaneo primario, tipo perna
Linfoma difuso de grandes células B cutineo primario, outros

Linfoma de grandes células B intravascular cutaneo primario

44

<1

<1

12

<1
<1

<1

11

<1

<1

88
80
100
100
95
100
82
75

24
PS
18
PS
16

99
95

55
50
65

PS: Perda de seguimento.

Modificado de Willemze et al., 2005
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MICOSE FUNGOIDE

A MF foi primeiramente descrita por Alibert em 1806. Trata-se de uma
neoplasia epidermotrdpica constituida por linfocitos atipicos de imunofendtipo T,
predominantemente CD4+ (auxiliares). Atualmente ¢ reconhecida como o tipo mais comum
de LCCT e corresponde a cerca de 50% de todos os linfomas cutdneos primarios

(Willemze et al., 2005).

A incidéncia anual da MF varia de 0,13 a 0,9/100000 habitantes
(Suérez-Varela et al., 2000). Acomete tipicamente adultos, entre a quarta e sexta décadas,
com idade média ao diagnodstico de 50 anos, mas pode ocorrer em criancas e adolescentes
(Suérez-Varela et al., 2000; Willemze et al., 2005). Homens sdo mais acometidos que
mulheres, numa proporcao de 2:1 (Weinstock e Horm, 1988) e a raga negra apresenta maior

incidéncia em varios registros (Weinstock e Horm, 1988; Koh et al., 1995).

A MF exibe comportamento clinico indolente, com progressao lenta em varios
anos ou mesmo décadas. A doenga afeta tipicamente areas nao expostas ao sol, sendo o
tronco o principal local de envolvimento. Sdo reconhecidas trés fases clinicas classicas,
descritas inicialmente por Bazin, em 1876 (apud Koh et al., 1995): mancha eritematosa,
placa e tumor. As lesdes costumam evoluir através destas fases, mas elas podem ocorrer

simultaneamente (Koh et al., 1995).

Na fase inicial de mancha as lesdes sdo maculas eritematosas assimétricas, que
podem ser descamativas, Uinicas ou multiplas, assintomaticas ou intensamente pruriginosas.
As lesoes iniciais apresentam predilecao pelas nddegas e outras areas ndo expostas ao sol
(Willemze et al., 2005). Pode ocorrer aspecto poiquilodérmico, caracterizado por atrofia
cutdnea associada a telangectasia, pigmentacdo mosqueada e discreta infiltragdo. Este
achado ¢ considerado relativamente especifico para o diagnostico da MF inicial,
principalmente em casos de manchas poiquilodérmicas persistentes

(Pimpinelli et al., 2005).

A evolugdo para a fase de placa ocorre num periodo variavel de meses a anos.
Nesta, as lesdes costumam apresentar distribui¢do mais generalizada, sdo elevadas,

infiltradas, bem demarcadas, com formatos irregulares, e, freqlientemente, acompanhadas
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por prurido intenso. Pode ocorrer confluéncia das lesdes, resultando em ilhas de pele

normal (Kim e Hoppe, 1999).

Na fase tumoral, ocorre o aparecimento de nédulos castanho-avermelhados que
surgem em placas preexistentes ou em pele previamente nao afetada. O surgimento em
placas de longa evolucao reflete o crescimento de um subclone mais agressivo, em fase de
crescimento vertical. Neste estagio as lesdes ocorrem preferencialmente na face e em
regides de pregas cutaneas. Frequentemente ha ulceracdo, podendo ocorrer infeccdo
secundaria. O inicio dos tumores ¢ associado com uma sobrevida média de cerca de 2,5

anos (Koh et al., 1995).

O desenvolvimento de doenga extracutanea se correlaciona com a extensao do
envolvimento cutaneo. E extremamente raro em casos de doenca limitada com manchas e
placas, relativamente incomum em estagio de placas generalizadas (8%), sendo mais
frequentemente observado em estagio de tumor (30%). Inicialmente, ocorre linfadenopatia
regional, especialmente nos sitios de drenagem de areas cutneas extensamente envolvidas.
Os o6rgdos internos mais afetados sao pulmoes, bago, figado e trato gastro-intestinal

(Kim e Hoppe, 1999; Koh et al., 1995).

O diagnostico de MF ¢ um dos mais dificeis em toda a histopatologia, sendo
isto especialmente verdade para as lesdes em fase inicial de manchas (Glusac, 2001). Nao
ha critério seguro para seu diagnostico e, desta forma, muitas vezes a certeza de
malignidade baseia-se na evolug@o clinica. Sdo descritos intimeros critérios para auxiliar
nesta defini¢do, incluindo aspectos histologicos, imunofenotipicos, imunogenéticos e

morfométricos.
Aspectos histologicos

As lesdes iniciais (manchas) exibem infiltrados liquenodides ou em faixa
superficial, constituidos por histidcitos e linfocitos. Nesta fase as células atipicas de
pequeno a médio tamanho, com niicleos hipercromaticos e convolutos (cerebriformes) sdo
infreqilientes e encontram-se confinadas a epiderme, caracterizando o epidermotropismo.
Estas células caracteristicamente colonizam a camada basal, isoladamente ou em fileira

contigua, freqiientemente com halo claro perinuclear. Nas placas tipicas o
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epidermotropismo torna-se mais acentuado, surgindo os microabscessos de Pautrier
(colecdes intraepidérmicas de linfocitos atipicos). Na fase tumoral, o infiltrado dérmico
torna-se mais difuso, ocorre diminuicdo do epidermotropismo e as células atipicas

aumentam em nimero e em tamanho (Willemze et al., 2005).

Estudos recentes t€ém avaliado a sensibilidade e especificidade dos critérios
histopatologicos no diagnostico da MF (Glusac et al, 2003, Santucci et al, 2000, Smoller et
al, 1995, Tabela 2). Considerando-os em conjunto observa-se que os microabscessos de
Pautrier ¢ a presenga de linfécitos epidérmicos mais volumosos que os dérmicos sio os
critérios mais especificos, mas apresentam baixa sensibilidade. Linfécito com halo claro
perinuclear ¢ um critério especifico, mas também pouco sensivel. Linfécitos contiguos
alinhados na camada basal, linfécitos convolutos com didmetro entre 7 ¢ 9um ¢ padrao
pagetdide apresentam especificidade relativa. A presenga de linfocitos epidérmicos
acompanhados de pouca espongiose (“espongiose desproporcionada”) e linfécitos
convolutos sao considerados uteis, mas pouco especificos. A fibrose da derme papilar

nao demonstrou papel discriminante entre MF e dermatoses benignas.

Tabela 2- Critérios histopatologicos para o diagndstico da micose fungoide

Stanford ISCL EORTC

MF Controles MF Controles MF Controles

Linfécitos epidérmicos > dérmicos 20% 0% 17% 3% _ _
Microabscessos de Pautrier 37% 2% 17% 7% 4% 0%
Exocitose desproporcionada 58% 28% 37% 6% _ _
Linfocitos na camada basal 67% 23% 17% 3% 46% 0%
Distribuigdo pagetoide _ _ 0% 0% 33% 0%
Linfécitos com diametro 7 ¢ 9um _ B _ _ 100% 8%
Linfocitos convolutos 67% 32% 53% 12% _
Linfécitos com halo 59% 13% 13% 0% _
Fibrose da derme papilar 61% 49% 67% 63% 33% 100%

Stanford, estudo da universidade de Stanford; ISCL, estudo da “International Society for Cutaneous
Lymphoma”; EORTC, “European Organization for Research and Treatment of Cancer”. Modificado de
GLUSAC, 2003.
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Aspectos imunofenotipicos

As células neoplésicas na MF exibem fenotipo de linfécitos T maduros com
positividade para anticorpos anti-CD3 e anti-CD45RO. Classicamente, apresentam
positividade para anti-CD4, padrio tipico de células T auxiliares, mas raros casos exibem
positividade para o anti-CDS8 e negatividade para o CD4. Esta peculiaridade ndo implica em

diferencas clinicas ou prognosticas (Willemze et al., 2005).

Na maioria dos casos a imunofenotipagem falha em separar a MF das lesdes
inflamatorias cutaneas, porque a maior parte dos linfocitos em ambos os grupos apresentam
o fenotipo de células T maduras, auxiliares. Existe controvérsia quanto a utilidade dos
subtipos imunofenotipicos de células T no diagnéstico de MF, como a ocorréncia de
fenotipos aberrantes com perda da expressdo de antigenos tipicos da linhagem T, como
CD2, CD3, CD5 e CD7. Esta perda de expressdo antigénica costuma estar associada a
progressdo da neoplasia, sendo menos comum nas fases iniciais, e pode ser causada por
mutacdoes na expressao génica ou pela emergéncia de um novo clone neoplasico

(Michie et al.,1990).

A perda da expressdo do marcador linféide CD7 tem sido bastante estudada,
com resultados apontando para sua aplicabilidade no diagnodstico das infiltragdes
linfocitarias cutaneas (Al Saati et al., 2001; Ormsby et al., 2001; Murphy et al., 2002). Em
trabalho recente do nosso grupo foi demonstrada uma diferenca estatisticamente
significante na expressdo do CD7 entre infiltragdes linfocitarias benignas e MF
(Cotta et al., 2006). Entretanto, este achado deve ser interpretado com cautela, pois
condi¢des benignas, como o liquen plano, podem apresentar baixa expressao do antigeno

CD7, e assim devem ser consideradas no diagnostico diferencial (Ormsby et al., 2001;

Cotta et al., 2006)

A perda da expressdo do marcador linfoide CDS, demonstrou ser util neste
diferencial, apresentando uma especificidade de 100% para o diagndstico de MF, quando a
sua expressdo ¢ observada em menos de 50% das células T do infiltrado, mas este achado
apresentou uma sensibilidade de apenas 10% (Pimpinelli et al., 2005). A discordancia de

expressao destes marcadores T entre os linfocitos intra-epidérmicos e dérmicos (deficiéncia
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antigénica restrita a epiderme) apresentou associagao significante com o diagnostico de

MF, mas novamente com baixa sensibilidade. (Michie et al.,1990; Florell et al., 2006).

Outro aspecto em discussao ¢ o valor da relagdo CD4:CDS8. Alguns autores
apontam que niveis elevados desta relacdo sugerem malignidade, com alta sensibilidade e
especificidade (Izban et al.,1998; Nuckolsa et al.,1999; Florell et al, 2006). Todavia outros
estudos ndo demonstraram especificidade do predominio de linfécitos T CD4 no infiltrado,

resultado este corroborado por estudo prévio do nosso grupo (Cotta et al., 2004).
Aspectos imunogenéticos

O rearranjo génico do receptor de célula T tem sido bastante estudado na
expectativa de solucionar o problema diagnostico da MF. Inicialmente, com a utilizagao de
técnicas menos sensiveis, como o “southern blot”, ocorria elevado indice de falsos
negativos (Wood et al., 1994). Com a introducdo da técnica de amplificacdo génica pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a sensibilidade para detec¢do de clonalidade do
receptor de célula T aumentou significativamente (sensibilidade de 90% com o PCR
“versus” 59% com o ‘“southern blot”, (Wood et al., 1994). Hoje esta clonalidade ¢
observada na maioria dos casos de MF, apesar de ndo incomumente negativa em fases

iniciais (Ponti et al., 2005).

A ocorréncia de deteccao de clonalidade em casos de desordens inflamatorias
cutaneas, como pitiriase liquenoide, reacdes a droga, pirpura pigmentosa, pseudolinfoma e
liquen plano, tem sido descrita e parece representar a identificacdo de clones de células T
dominantes, ndo especificamente neoplasicos (apud Liu ¢ McKee, 2002). Este achado

limita a utilizagdo desta técnica como critério absoluto de malignidade (Glusac, 2003).
Aspectos morfométricos

A presenca de nucleos cerebriformes, com contornos irregulares e convolugdes
¢ classicamente descrita nos infiltrados cutaneos da MF/SS. Este aspecto representa o foco
de investigagdo dos estudos morfométricos, que buscam critérios diagndsticos para os
infiltrados linfoides cutaneos (Crocker, 1983). O grau de irregularidade nuclear pode ser

refletido pela expressdo geométrica conhecida como indice de contorno nuclear (ICN). Este
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foi descrito por Schrek (Schrek, 1972) num estudo ultra-estrutural sobre leucemia
linfocitica cronica e aplicado no diagndstico da sindrome de Sésary (SS) por Litovitz e
Lutzner (Litovitz e Lutzner, 1974). O ICN ¢ definido pela seguinte relacdo:
Perimetro/Narea. Um circulo perfeito apresenta um ICN igual a 3,54 (ICN = 2 & r
(perimetro da circunferéncia) / \ 7 * (4rea da circunferéncia) = 2/\n = 3,54). A medida que

a forma se desvia da perfei¢do do circulo, ocorre um aumento no valor deste indice.

A utilidade deste parametro morfologico no diagnostico da MF foi
primeiramente avaliada por Meijer e colaboradores. Estes autores demonstraram que
infiltrados cutaneos iniciais da MF apresentam médias de ICN mais elevadas que os
infiltrados benignos. (Meijer et al., 1980) Seguiram-se estudos morfométricos
ultra-estruturais que buscaram estabelecer critérios diagnosticos de malignidade para os
infiltrados linféides cutaneos. van der Loo e colaboradores demonstraram que a presenca
de células com ICN > 11,5 e em elevada freqiiéncia definem o diagndstico de MF com uma
probabilidade maior que 95% (van der Loo et al, 1981). Em estudo aparentemente
simultaneo, McNutt e Crain sugeriram que dois critérios eram necessarios para o
diagnoéstico de MF: média do ICN > 6,1 e pelo menos 6% das células com ICN > 9,0.
(McNutt e Crain, 1981) Seguidamente, McNutt e colaboradores demonstraram elevado
poder discriminatorio entre dermatoses benignas ¢ MF ao associar o percentual de células

com ICN > 7 e o percentual de células com area nuclear > 30pm”. (McNutt et al., 1981).

Estudos subseqiientes continuaram atestando o poder diagnostico dos
parametros morfométricos no diagnodstico da MF, utilizando a microscopia eletronica
(Payne et al., 1984, Shum et al., 1986, Payne et al., 1986). Apenas Eng e colaboradores nao
demonstraram diferenca estatisticamente significante entre o ICN nos casos de MF

(em diferentes estagios) e dermatoses benignas (Eng et al., 1981).

Um aspecto discutido na realizagdo dos trabalhos morfométricos era a
possibilidade de mensuragdo de células ndo linféides, considerando que os critérios ultra-
estruturais aplicados para diferenciar linfocitos e histidcitos eram os descritos para
linfécitos benignos e histiocitos em condi¢des benignas, ndo considerando possiveis
alteracdes estruturais destas células no contexto da MF. Uma maneira de solucionar esta

questdo ¢ mensurar apenas cé¢lulas linféides previamente identificadas como linfocitos T,
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utilizando anticorpos monoclonais. Hashimoto e Iwahara realizaram estudos com
microscopia imunoeletronica e calcularam o ICN em células previamente marcadas com o
anticorpo monoclonal, anti-Leu-1 (Pan-T). Eles demonstraram presenga de células de
aspecto cerebriforme que ndo eram de linhagem T e que exibiam, por vezes, valores de ICN
mais elevados que os linfocitos neoplasicos (Hashimoto e Iwahara, 1983). E atestaram o
papel do ICN no diagndstico da MF, quando 25% ou mais das células do infiltrado cutdneo

apresentam ICN > 6,5 (Iwahara e Hashimoto, 1984).

Na tentativa de tornar o estudo morfométrico menos dispendioso e mais
aplicavel ao diagnostico de rotina, autores desenvolveram estudos com microscopia optica,
utilizando cortes semi-finos (material embebido em resina epdxi) e finos
(material embebido em parafina). Lessana-Leibowitch e colaboradores e Sinha e
colaboradores demonstraram a utilidade dos parametros morfométricos nucleares,
analisados sob microscopia 6ptica, no diagnostico da MF (Lessana-Leibowitch et al., 1984,
Sinha et al., 2003). Utilizando material incluido em parafina, Rieger e colaboradores
encontraram poder discriminatério ao associar as médias da area e didmetro nucleares com
parametros esteriologicos (densidade de volume e densidade numérica). Entretanto, ndo
encontraram utilidade diagnostica para o Fator Forma (parametro de irregularidade nuclear

utilizado e definido como: 4m x area/perimetro”), analogo do ICN (Rieger et al., 1989).

INFILTRADOS LINFOIDES CUTANEOS BENIGNOS

A infiltragdo linfocitaria superficial e/ou profunda da pele representa o substrato
histopatologico de diversas entidades clinicas. Dentre elas destacam-se o linfoma e
inimeros quadros benignos como lapus eritematoso, erup¢ao polimorfa a luz, linfocitoma
cutis, infiltragdo linfocitaria da pele (de Jessner), hanseniase, liquen estriado, necrobiose
lipoidica reagdes a picadas de insetos, eritemas migratdrios, esclerodermia generalizada,
farmacodermia, purpura liquendide cronica, liquen escleroso, liquen plano e eritema

multiforme (Ming e LeBoit, 2000; Santucci et al., 2000)

Devido a freqiiente sobreposicdo com dermatoses benignas, a MF pode ser
considerada o “maior imitador” da atualidade, designagdo antigamente concedida a sifilis

(Zackheim e McCalmont, 2002). Esta semelhanca com iniimeras dermatites ocorre tanto na
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clinica como na histologia. Clinicamente, ela pode simular desde dermatite atopica ou
eczematosa, psoriase e erupgdes a drogas até pioderma gangrenoso, vitiligo, ictiose
adquirida, contabilizando mais de 25 dermatoses com as quais pode ser confundida.
Histologicamente, a MF pode assumir quase todos os padrdes encontrados em doengas
inflamatoérias e cada um deles ird determinar um leque de diagnosticos diferenciais, como
dermatites espongidticas  (pitiriase rosea, dermatite numular), psoriaseformes
(psoriase, liquen simples cronico) e dermatites de interface (liquen plano, liquen nitido,

sifilis secunddaria); (Zackheim e McCalmont, 2002; Ming e LeBoit, 2000).

Um importante diagndstico diferencial da MF sdo os pseudolinfomas T. Estes
representam um grupo heterogéneo de entidades que simulam microscopica e clinicamente
os linfomas de células T cutineos e apresentam etiologias diversas, como reac¢des a droga,
reagdes a venenos de artropode, dermatite de contato alérgica (por niquel, cobalto, cromato
e borracha) e reticulose actinica. A reacdo linfomatoide a droga ¢ a causa mais comum de
simulacdo de desordem linfoproliferativa cutanea. Ela pode ser induzida por varios agentes,
mas estd mais freqiientemente associada ao uso de anticonvulsivantes (fenitoina, hidantoina
e carbamazepina), inibidores da ECA, atenolol, anti-histaminicos, ciclosporina e alopurinol.
Os eosinofilos, quando presentes, favorecem o diagnodstico de pseudolinfoma e a resolucao

do quadro com a interrup¢ao da medicagao ira estabelecé-lo (Liu e McKee, 2002).

TECNICAS UTILIZADAS
Imunoistoquimica

A imunoistoquimica ¢ um método utilizado para localizar a presenca de
antigenos especificos em células e tecidos baseado numa reagdo de reconhecimento entre
antigeno e anticorpo. Desta forma, através do perfil antigénico encontrado ¢ possivel

caracterizar o tipo celular ou tecido em estudo.

Através da utilizagdo de anticorpo direcionado para o CD3 ¢ possivel identificar
os linfocitos T presentes num infiltrado linféide cutaneo. No presente trabalho foi utilizada

esta marcagdo para permitir um posterior estudo morfométrico mais especifico,
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mensurando apenas células previamente identificadas imunofenotipicamente como

linfocitos T, e assim evitando a mensuracgao de células nao linféides (Hashimoto e Iwahara,

1983; Hashimoto e Iwahara, 1984).

Como discutido acima, a constata¢do da perda da expressdo de determinados
antigenos considerados linhagem especifica pode representar um sinal de malignidade.
Mais especificamente, no estudo da MF a perda da expressio do CD7, marcador de
linfocitos T, tem demonstrado ser um aspecto importante no diagnostico diferencial com

dermatoses benignas, favorecendo o diagnostico de MF.

A fim de correlacionar a expressdo do CD7 nos infiltrados linféides cutineos
com os achados morfométricos do presente trabalho, foram utilizados os resultados do
estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, realizado com a mesma casuistica, cujas

tabelas estdo reproduzidas nos anexos 1 e 2 (Cotta et al., 2006)

O estudo imunoistoquimico foi realizado em secgdes histologicas de 5 pum de
espessura. Os anticorpos usados eram direcionados para o CD3 [policlonal, DAKO,
Carpinteria, CA, USA, dilui¢do 1:50] e para o CD7 [CBC.37, Toulouse, Franca, diluicao
1:20]. A recuperacdo antigénica foi realizada com calor imido e o polimero EnVision
[DAKOY] foi utilizado para amplificar a rea¢do. As reagdes foram realizadas com controles
positivos e negativos apropriados. A revelagdo foi feita com 3,3-tetraidrocloreto de

diaminobenzidina [Sigma, St. Luis, MO, USA] e contracorada com hematoxilina de Mayer.
Morfometria

O principio basico da morfometria informatizada ¢ a transformagdo de imagens
em numeros, possibilitando a andlise por programas especializados. Através da andlise
destes numeros obtem-se dados objetivos e reproduziveis, diminuindo, assim, a
subjetividade nas analises histopatologicas. As variacdes na forma, tamanho e textura
celular podem ser avaliadas por pardmetros quantitativos, como area, perimetro, didmetro
(Sokol et al., 1991; Atalag et al., 2003). Estes, quando aplicados a situa¢des diagnosticas
ardilosas podem aumentar a reprodutibilidade, como em casos de determina¢do da presenga

de atipia nuclear e grau de displasia em lesdes pré-malignas e malignas
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(Montironi et al., 2000; Kirillov et al., 2001; Baak et al., 2002; Hsu et al., 2005;
Lim et al., 2006). A avalia¢do das caracteristicas nucleares ¢ de especial interesse para a
morfometria, devido a existéncia de correlacdo entre estes aspectos com grau de
diferencia¢do tumoral, estagio de ciclo celular ¢ mesmo agressividade das neoplasias

(apud Payne et al., 1990).

Na MF o foco do estudo morfométrico é o tamanho e a forma nuclear, através
da tentativa de mensuragdo do grau de irregularidade e convolugdes, classicamente

proeminentes nas células cerebrifomes da MF e sindrome de Sézary (SS).

No presente estudo a avaliagdo morfométrica foi realizada no sistema de analise
de imagens, Imagelab®, 2000. A captura das imagens foi feita com uma camera de video

(Powershot G5, Canion®) acoplada a um microscopio optico (Axiiophot, Zeiss)

O ntimero de campos microscopicos fotografados em cada caso foi dependente
do nimero de células linfoéides presentes nas preparacdes, sendo selecionados de cinco (05)
a dez (10) areas por caso. A captura foi realizada usando a objetiva de 40X. Foram
mensurados de cada caso 100 ntcleos de células linféides T, previamente marcadas com o

anti-CD3. Para a mensuracao, cada nucleo foi selecionado isoladamente e manualmente.

Apoés a selecdo do nucleo a ser mensurado o programa fornece a area, o
perimetro ¢ os didmetros maximo ¢ minimo nucleares. Utilizando as medidas da area e
do perimetro foi calculado o indice de contorno nuclear (ICN). Como descrito acima, este
indice ¢ uma expressdo geométrica definida como o perimetro do nucleo dividido pela raiz
quadrada da 4rea nuclear, ICN= Perimetro/Narea (Schrek, 1972). Ele ¢ considerado um
parametro que descreve o formato do nucleo, possibilitando uma mensuragao objetiva da

convoluc¢ao nuclear.

O programa de analise de imagens realiza todas as mensura¢des em unidades de
pixel (px). Para obter os resultados das mensuragdes em unidade de micrémetro (um) foi
efetuada uma calibracao métrica, estabelecendo assim a correspondéncia do pixel (altura e
largura) com o micrometro. Para isto foi utilizada uma lamina na qual as distancias entre

dois pontos na vertical e dois pontos na horizontal foram previamente estabelecidas
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utilizando a escala de uma ocular milimetrada. Foi capturada uma imagem destes pontos,
utilizando o mesmo sistema de captura € no mesmo aumento do microscopio no qual foram
realizadas as capturas dos casos estudados. Esta imagem foi aberta no sistema de andlise e,
através dela, foi estabelecido o valor em unidades de pixel das distdncias entre os pontos
(verticais e horizontais). Ao correlacionar o valor encontrado em pixel com o previamente

estabelecido em pum determina-se quanto vale o pixel (altura e largura) em unidade de

micrometros, nas imagens analisadas.

e %] e o Slee| B 2| Q)
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Figura 2 A- Calibragdo métrica - Imagelab®, 2000. As distancias em micrometros entre os
pontos horizontais (69 pum) e verticais (57,5 um) foram estabelecidas com
uma ocular milimetrada. As respectivas distancias em unidades de pixel
(479 px e 427 px) sdo fornecidas pelo programa de andlise de imagem

(Imagelab®).
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Nome da escala: | TESE-MaRIANA

Uridade da medida: |.,m_

Figura 2 B- Calibragdo métrica - Imagelab®, 2000. As distancias em micrometros entre 0s
pontos horizontais (69 um) e verticais (57,5 um) sdo fornecidas ao sistema de
calibragdo do programa de andlise de imagem (Imagelab®), para correlagdo

com os valores em unidades de pixel (479 px e 427px) .
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Configuracdo de escalas

Nomedaescala  [TESE-MARIANA EEl
Unidade da medida: EI 1

Larguadopixel  [0,144050106406212 |
Altura do pixek [0,134660422801971 |
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Figura 2 C- Calibragdo métrica - Imagelab®, 2000. A correlagﬁo- entre dos valores das
distdncias em micrometros (69 um e 57,5 um) e em unidades de pixel
(479 px e 427 px) ¢é realizada pelo sistema de calibracdo do programa de
analise de imagem (Imagelab®), determinando quanto vale o pixel (altura e

largura) em unidade de micrometros.

AMOSTRA

Os pacientes incluidos neste estudo sdao de trés institui¢des: Universidade
estadual de Campinas (Unicamp), Pontificia Universidade Catdlica de Campinas
(PUCCAMP) e Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL). A amostra ¢ composta por 30 casos
de micose fungodide (MF) /sindrome de Sézary (SS) e 11 casos de infiltrados linfoides
cutaneos benignos. Estes casos correpondem aos previamente estudados por Cotta e
colaboradores (Cotta et al., 2006), a fim de permitir a comparacao entre os resultados dos

dois estudos.
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Os casos de MF/SS incluidos foram localizados a partir da revisdao de 114
prontuarios médicos de pacientes do departamento de Dermatologia da Unicamp, no
periodo de 1989 a 2003, dentre os quais havia 33 linfomas cutaneos de células T. Destes 25
casos preenchiam critérios diagnésticos para micose fungdide ou sindrome de Sésary,
tinham ou estavam em seguimento clinico e apresentavam material incluido em parafina
disponivel para estudo imunoistoquimico. Foram incluidos ainda, a fim de aumentar a
amostra estudada, trés casos do Instituto Lauro de Souza Lima ¢ dois da Pontificia

Universidade Catolica de Campinas.

A escolha da biopsia incluida no estudo, baseou-se primeiramente na
disponibilidade dos blocos de parafina e material suficiente nestes para realizacao do estudo
imunoistoquimico. Nos casos de pacientes com mais de uma bidpsia adequada, foi
selecionada a primeira bidpsia que exibisse caracteristicas suspeitas de MF, ou aquela na
qual o diagnéstico foi primeiramente estabelecido. Sendo escolhida a primeira bidpsia em
12 casos, a segunda em 06 casos, a terceira em 05 casos, a quarta em 02 casos, a quinta em
01 caso e a sexta em 01 caso. Os trés casos do ILSL ndo havia informagdo quanto a

colocagdo da biopsia escolhida (Tabela 3).

A amostra dos pacientes com MF/SS foi composta por 18 homens e 12
mulheres, 23 brancos ¢ 7 ndo brancos, com idade média de 56 anos (DP + 17), variando de
21 a 79 anos. O tempo médio de doenga ao diagndstico (informagdo apenas dos pacientes

da Unicamp) era de 6,6 anos (DP +6,3 ), variando de 8 meses a 23 anos (Tabela 3).

Quanto a distribuicdo dos casos em fase da doenga, a amostra ¢ constituida por
17 em fase de mancha eritematosa (16 casos da Unicamp e 01 caso da PUCCAMP), oito
(08) em fase de placa (7 casos da Unicamp e 01 caso da PUCCAMP) e dois (02) casos de
Sindrome de Sezary. Dos trés casos do Instituto Lauro de Souza Lima ndo havia
informagdes clinicas adequadas para estabelecimento da fase da doenga no momento da
biopsia, mas as caracteristicas histopatologicas de dois deles (casos 28 e 29) sdo mais
consistentes com fase de mancha eritematosa e em um (caso 30) j4 se observam
microabscessos de Pautrier e atipias nucleares mais evidentes sugerindo fase de placa

(Tabela 4).
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O grupo controle ¢ constituido por 11 pacientes da Unicamp com infiltrados
linféides cutaneos benignos. Estes foram selecionados entre pacientes que apresentavam
suspeita clinica de linfoma cutaneo/micose fungdide e que, apesar da dificuldade
diagnéstica diferencial, desenvolveram na evolu¢do um curso benigno. Os diagndsticos
finais destes casos foram: seis (06) casos de farmacodermia (dois com padrao de
pseudolinfoma T secundario a droga), um (01) caso de infiltracdo linfocitaria de Jessner,
um (01) caso de neurodermite, um (01) caso de lupus eritematoso, um (01) caso de

pseudolinfoma e um (01) caso de eritema anular centrifugo (Tabela 5).

A amostra dos pacientes do grupo controle foi composta por 8 homens ¢ 03
mulheres, 11 brancos, com idade média de 50 anos (DP + 13), variando de 33 a 72 anos

(Tabela 5).

Tabela 3- Informacdes clinicas dos casos de micose fungo6ide/ sindrome de Sézary

Paciente Idade/Sexo Biopsia escolhida Anos/N° de bidpsias para Dx Fase da MF
1.SRHS 21a/F 3° 2,5a/Duas Placa
2.AS 24a/M 1° 2a/Uma Mancha
3.BM 60a/M 3° 10a/Duas Mancha
4.CP 49a/M 1°(suspeita) 23a/Duas (20 anos Dx Parapsoriase) Placa
5.BAA 47a/F 2°(suspeita) 3a/Trés Mancha
6.VAF 79a/M 2°(suspeita) 3a/Trés Mancha
7.MAE 23a/F 1° 10a/Uma Placa
8.ACO 72a/M 2° 1,5a/Duas Sd de Sézary
9.IFS 54a/F 1° 2a/Uma Mancha
10.CVE 73a/F 1° 2a/Uma Mancha
11.CMS 69a/F 6° 12a/Seis Mancha
12.SG 75a/M 3° 10a/Trés Mancha
13.AGP 73a/F 1°(suspeita) 15a/Trés Mancha
14.PRT 45a/M 3° 10a/Trés Placa
15.APS 65a/F 3° 1,5a/Trés Mancha
16.MB 69a/F 4° la/Duas Mancha
17.0M 50a/M 1° 20a/Uma (bxs outros servigos) Placa
18.EALS 54a/F 4° 13a/Duas Placa
19.ILV 56a/M 2° (suspeita) 3a/Quatro Mancha
20.ML S54a/M 5° 7a/Cinco Mancha
21.LAG 34a/M 1° (suspeita) 8m/Duas Mancha
22.NMC 32a/F 1° 1,5a/Uma Mancha
23.JRS 50/M 1° 6a/Uma Placa
24.JLDG 41a/M 2° 4a/Uma Mancha
25.MZB 77a/F 1° la/Uma Sd de Sézary
26.MVP 69a/M 2° SI/Duas Placa
27.0FS 69a/M 1° (suspeita) SI/Trés Mancha
28.CC 67a/M SI SI Mancha*
29.RR 62a/M SI SI Mancha*
30.SP 66a/M SI ST Placa*

SI- Sem informacao; Dx- diagnostico; bx — biopsia; * Caracteristicas histopatologicas; Anos/N° de Bx para

Dx: Tempo em anos e quantidade de bidpsias realizadas antes do diagnoéstico definitivo.
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Tabela 4- Distribui¢do dos casos quanto a fase da Micose fungoide e casos de sindrome de

Sézary
N° de Casos Fase da doenga
17 Mancha
08 Placa
02 Sindrome de Sézary
03 (sem informagdes clinicas) Aspectos Histopatologicos Mancha - 02 Placa - 01
Tabela 5- Informagdes clinicas dos casos do grupo controle
Paciente Idade/Sexo Hipoteses clinicas Diagnostico
L.IEF 34a/F Linfoma cutaneo;granuloma anular Eritema anular centrifugo
2.DM 52a/M Linfoma cutaneo Neurodermite
3.AT 53a/M Lupus eritematoso Discoide; Lupus eritematoso discoide
Farmacodermia; Linfoma cutaneo
4.8IJS 54a/M Micose Fungoide Farmacodermia (clorana, paracetamol,
AAS)
5.CB 72a/M Linfocitoma cutis; micose fungdide Infiltragdo linfocitaria de Jessner
6.MPP 33a/F Linfoma cutaneo; pseudolinfoma por Farmacodermia padrao de pseudolinfoma
medicamento (propanolol; propiltiouracil)
7.GG 71a/M Micose Fungoide; farmacodermia; Farmacodermia padrdo de pseudolinfoma
paraneoplasico (HCTZ; metildopa)
8.AA 49a/F Micose fungoide Farmacodermia (paracetamol;
paracetamol+codeina)
9.NOS 51a/M Farmacodermia; linfoma cutaneo Farmacodermia (AAS)
10.0MM 41a/M LE; farmacodermia/eritema polimorfo; Farmacodermia
linfoma cutaneo
11.JEC 41a/M Linfoma cuténeo Pseudolinfoma
JUSTIFICATIVA

O estabelecimento do diagndstico definitivo de

MF ¢é considerado

extremamente dificil, principalmente em estdgios iniciais, quando pode ser impossivel a

distincdo com quadros inflamatorios (Ortonne et al., 2003). Isto ocorre tanto pela

sobreposi¢do com dermatoses benignas, quanto pela discordancia entre os achados clinicos

e histopatologicos. A busca por novos métodos que garantam critérios diagnosticos seguros

de malignidade ¢ de importancia para nortear o tratamento e pode apresentar implicagdes

prognosticas de valor inestimavel.
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Este estudo representa a continuidade de uma linha de pesquisa desenvolvida
no nosso departamento com casos de infiltrados linfoéides cutaneos, visando estabelecer
aspectos histopatologicos, imunofenotipicos e, na presente pesquisa, morfométricos, que
auxiliem no diagnodstico da MF. Trata-se de um trabalho inovador ao associar um método
morfométrico a imunoistoquimica, realizados em preparados parafinados de rotina e
analisados a microscopia Optica comum. Desta forma, pode adicionar critérios objetivos e
aplicaveis na pratica didria do patologista cirurgico, para aumentar a acurdcia do

diagnostico diferencial dos infiltrados linfoéides cutaneos.
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Objetivo geral

Estudar o valor diagndstico de achados morfométricos e imunofenotipicos em

pacientes portadores de infiltracdes linfocitarias cutaneas.

Objetivos especificos

Determinar o papel da avaliacdo morfométrica de linfocitos T CD3 positivos,
detectados por imunoistoquimica, em fragmentos de pele, incluidos em parafina, na

diferenciagdo das infiltragdes linfocitarias cutineas.

Determinar se ha correlacao entre o aumento da drea nuclear e o percentual de

imunoexpressao do CD7 nas infiltragdes linfocitarias cutaneas.
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ABSTRACT

Mycosis fungoides (MF) represents the most common skin lymphoid neoplasm.
In initial stages, differential diagnosis of MF with other benign dermal lymphoid infiltrates
(BDLI) may be impossible on morphological basis alone. In previous studies by our group,
only deletion of CD7 in MF proved to be of diagnostic help, but not the ratio between
immunoexpression of CD4 and CD8. In the present study, 30 cases of MF and 11 cases of
BDLI were analyzed, in order to compare morphometric parameters, which could be of
diagnostic aid. As CD7 is frequently deleted in MF, immunohistochemical detection of T-
cells was made using an antibody to CD3. Images of 100 positive cells per case in both
groups were captured and analyzed using a simple computer program (Imagelab®) for
nuclear perimeter (P), area (A), diameters (D) and nuclear contour index (NCI). All
parameters showed statistically significant higher values for MF. Area was the variable
with the strongest discriminating power between the two groups of patients. Even if
morphologic evaluation is not accurate to distinguish benign versus malignant dermal
lymphoid infiltrates, due to the variability of size and shape of these cells, a more sensitive
method promptly shows this difference. Our results suggest that morphometry of CD3-
positive lymphoid cells may add valuable information in the differential diagnosis of MF

and benign dermatoses.

Running title: Morphometry in dermal T-lymphoid infiltrates.

Key words: Mycosis fungoides; Sézary syndrome; immunohistochemistry;
CD3; morphometry.
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INTRODUCTION

Mycosis fungoides (MF) is the most common type of cutaneous T-cell
lymphomas (CTCLs) and accounts for nearly 50% of primary lymphomas of the skin.[1]
Histopathological and clinical diagnosis of the initial phases of MF may present overlap
with benign dermal lymphoid infiltrates (BDLI). [2, 3] As consequence, low reproducibility

of diagnosis based solely on morphology is the rule.

Immunophenotipically, MF typically is characterized by a proliferation of small
to medium sized lymphocytes, with mature T-helper cell profile (CD3+, CD4+, CD8-).
Irregularity of nuclear shape and cerebriform aspect has been regarded as helpful
characteristics for the diagnosis of MF in semithin and ultrathin sections or in techniques
combining electron microscopy and immunohistochemistry. [4-14] Nevertheless, these
techniques cannot be easily adapted to the routine of diagnostic Pathology laboratories.
Furthermore, because of the pleomorphism of lymphoid infiltrates, evaluation of size and
shape of nuclei in routinely processed tissue specimens remain subjective and cannot be

used as a criterion in the differential diagnosis between malignant and benign processes.

In previous studies by our group, we have demonstrated that deletion of CD7, a
pan-T lymphoid marker, is a strong evidence for the diagnosis of MF.[15] On the other
hand, we were not able to confirm the value of the ratio between the expression of CD4 and
CDS8 in predicting malignancy of dermal lymphoid infiltrates.[16] In addition to
immunophenotyping, further feasible criteria would be desirable to aid in this diagnostic
dilemma. This is especially true in cases with overlapping profiles, as in some instances
CD7 may be expressed by neoplastic cells of MF in high numbers or it may be poorly
expressed in benign dermatoses.[15] Despite the need for more accurate morphometric
methods which could add relevant information in decision making, a practical approach has

not yet been widely developed.[17,4]

In this context, we investigated the possible diagnostic role of nuclear
morphometry of CD3+ lymphocytes present in routinely paraffin-embedded tissue samples

of benign and malignant skin lymphocytic infiltrations.
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METHODS
Patients

A retrospective study was performed on 30 cases diagnosed as MF between
1989 and 2003 at the State University of Campinas (Unicamp, 25 cases), Pontificia
Universidade Catolica de Campinas (Puccamp, 2 cases), Campinas, Sdo Paulo, Brazil, and
Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL, 3 cases), Bauru, Sdo Paulo, Brazil, corresponding to
patients studied before.[15,16] Control group included 11 cases of BDLI: 6 cases of drug
reactions, and one case each of Jessner’s lymphocytic infiltration, neurodermatitis, lupus
erytematosus, pseudolymphoma, and erythema annulare centrifugum. Diagnostic criteria
for MF and for Sézary syndrome (SS) were those defined by the Cutaneous Lymphoma
Study Group of the European Organization for Research and Treatment of Cancer
(EORTC).[1] MF histopathologic diagnosis was performed according to clinical and
histologic criteria for early patch, plaque, or late patches MF as well as its previously
described variants. Cases were included after a follow-up of at least 48 months. Obvious
malignant cutaneous high-grade non-Hodgkin lymphomas and patients who had primary
nodal lymphomas in advanced stages, with clinically evident involvement of the skin were
excluded, as well as those with evidence of extracutaneous disease 6 months after
diagnosis, according to the EORTC criteria. In every case, paraffin embedded tissue blocks
for histological evaluation, IHC and morphometric studies were available. The present

study was approved by the Ethics Committee of the institutions.
Immunohistochemistry

Five-um-thick histologic sections were obtained from the paraffin-embedded
tissue specimens, then deparaffinized in xylene, and rehydrated. The primary antibodies
used were directed to CD3 (polyclonal, DakoCytomation/DAKO, Carpinteria, CA, USA,
dilution 1:50) and to CD7 (CBC.37, Toulouse, France, dilution 1:20). A steamer was used
for epitope retrieval and the EnVision polymer (DAKO) was used as the reaction amplifier.
Reactions were performed with appropriate positive and negative controls. Staining was
achieved with 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma, St. Louis, MO) and

counterstaining with Mayer’s hematoxylin.
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Morphometry

Image capture of CD3-positive cells was achieved with a video camera
(Powershot G5, Canion) connected to a Zeiss-Axiophot bright field microscope, using a
40x objective. The number of captured microscopic fields depended on the number of
lymphoid cells present in the preparations, varying from five to ten areas for each case, so
that 100 cells could be analyzed. There was no selection of lymphoid cells with respect to

nuclear size or shape.

Morphometric studies were carried out using a computerized image analysis
system (Imagelab®, 2000). The following nuclear parameters were measured, all of them
converted into um: area (A), perimeter (P), maximal nuclear diameter (D), minimum
nuclear diameter (Dpin), and the nuclear contour index (NCI). This index is calculated by
dividing nuclear perimeter by the square root of the nuclear area (NCI= P/VA). NCI
corresponds to a parameter to describe shape, independent of cell size, and represents an
objective measurement of nuclear convolution; increasing nuclear indentation or

convolution results in higher NCI values.[18]
Statistical analysis

For each parameter in both groups medians and mean values were calculated, as
well as the standard deviation (SD). Comparison of these values between the groups of
patients, MF and BDLI, was carried out using the parametric ¢ Student test for independent
samples. NCI constituted an exception, as its values did not show normal distribution; in
this case the non-parametric Mann-Whitney test was used. Association between variables
was analyzed by the Pearson correlation. For the analysis of correlation between positivity
for CD7 (data shown by Cotta et al, 2006) [15] and nuclear area, the Spearman and Pearson
tests were used. Statistic significance was set at p < 0.05. Specificity and sensibility of
nuclear area for the diagnosis of MF were calculated, as this parameter showed the best

discriminatory power.
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RESULTS

All morphometric parameters analyzed showed statistically significant higher
mean values in MF than in BDLI (p< 0.001; Table 1, Figures 1 and 2). Association between
variables applying Pearson’s correlation evidenced the highest correlation rate (r = 0.899)
in nuclear area and the lowest rate (r = 0.778) in NCI. Nuclear area showed the best
discriminatory power among all parameters, with 99.08% specificity and 99.54%
sensitivity. There was a tendency to a correlation between the loss of expression of CD7
and increase in nuclear area (r = -0.136 using the Pearson test and -0.35 using the Spearman
test), but this inverse correlation did not reach statistical significance (p = 0.39 and 0.82,

respectively).

DISCUSSION

Morphometry represents a powerful tool to minimize some of the subjective
aspects of histopathological analysis. Subtle variations in size, shape and texture of cells
may be detected by quantitative parameters, which, when applied in diagnostic pitfalls,
allow greater reproducibility.[19-23] Morphometric evaluation of nuclear characteristics is
of special interest, as it may also correlate with tumour differentiation and, sometimes, with

the neoplasm’s aggressiveness.[24]

Dislike the lymph node, where the morphologic diagnosis of lymphoma relies
also on architectural aspects in most cases, in dermal infiltrates the morphology of
individual lymphoid cells is a crucial factor. All morphometric parameters used in the
present study revealed significant higher values in MF, supporting this method as an
additional practical approach in differentiating the nature of dermal lymphoid infiltrates. As
such, combination of routinely processed specimens with immunostaining for CD3
enhances the objectivity of analysis, as other mononuclear cells are not included in the

calculations.

Characterization of irregularities in size and shape of lymphoid cell nuclei has
been addressed in the literature in the differential diagnosis between reactive dermal

infiltrates and MF/SS. An objective parameter is represented by the nuclear contour index
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(NCI) first described by Schrek in cases of chronic lymphoid leukaemia.[18] This index
corresponds to 3,54 (2/vn) in a regular circle and increases in value proportionally to the
intensification of the nuclear indentations and convolutions. Since the application of this
index in the designation of the cerebriform nuclei in SS by Livovitz and Lutzner, a number
of studies have tested its role in the differential diagnosis of dermal lymphoid
infiltrates.[25] Shum et al, McNutt et al, Meijer et al and van der Loo et al have
demonstrated the usefulness of NCI in the differential diagnosis between benign dermatosis
and MF using electron microscopy.[5,9,10,11] Our data support these findings, though in
our study this index was the least powerful in discriminating the two groups of infiltrates.
This could be due to the lower resolution of optical microscopy in demonstrating nuclear

irregularities as compared to ultramicroscopy.

The wusefulness of determining the nuclear area of lymphocytes was
subsequently demonstrated by Lessana-leibowitch et al,[4] using ultrathin sections of epoxy
embedded tissue, and by Sinha et al and Riegger et al using paraffin embedded
specimens.[26,17] In our study this was the most important discriminating parameter, with
99.08% specificity and 99.54% sensibility. Maximum diameter was also significantly
different between benign dermatosis and MF (media 4.98um versus 6.54um), supporting
the findings by Riegger et al and Santucci et al.[17,27]

Other authors have used combinations of morphology and immunostaining,
mostly by electron microscopy, in order to achieve better morphological details or to ensure
that the cells analyzed corresponded to T-lymphocytes.[12-14] Although important for
scientific purposes, the use of ultramicroscopy and immunoelectron microscopy is by no
means feasible in diagnostic routine. In opposition, a reliable morphology can be used in
combination with immunohistochemistry on routinely processed tissues, and analyzed by

the pathologist using a simple image capture and analysis system, as shown by us.

In our previous study where we analysed loss of expression of CD7 in MF as
opposed to BDLI, we had hypothesised that larger atypical cells of malignant infiltrates
were more likely to lose CD7.[15] In the present analysis, although there was a tendency of

correlation between the loss of CD7 and increase of nuclear area, this was not statistically
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significant. Although this may represent insufficient number of cases analysed, it can also

argue in favour of the complementarity of both methods in an individual case.

Our results supports the notion that a simple and feasible method of
morphometric analysis of suspicious CD3-positive lymphoid cells, such as the one
presented herein, may achieve high accuracy in the differential diagnosis between MF and

benign dermatoses.
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Table 1: Morphometric parameters in mycosis fungoides (MF: n=30) and benign dermal

lymphoid infiltrates (BDLI: n=11).

A (um?) P(um) Dy (um) Dpin (um)  NCI
MF
Median ~ 22.48 21.22 6.52 4.67 4.52
Mean 22.63 21.41 6.54 4.73 4.53
SD 1.98 1.40 0.36 0.25 0.13

Range  19,88-26,87 19,57-24,57

BDLI

Median 14.20 15.72
Mean 14.31 15.75
SD 1.34 0.97

Range  12,36-16,62 14,49-17,88

5,91-7,28  4,36-5,19  4,32-4,80

4.88 3.79 4.18
4.98 3.86 4.19
0.40 0.25 0.10

447-560 3,44-425  4,08-4.45

Abbreviations: A: nuclear area; P: nuclear perimeter; D,,,: maximum diameter; Dp;,: minimum

diameter; NCI: nuclear contour index.
All parameters: p < 0.001
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Figure 1

A= Atypical cells of mycosis fungoides infiltrating upper dermis and permeating the
epidermis (haematoxylin & eosin, 400x). B= Immunostaining for CD3 showing
diffuse positivity in neoplastic cells (anti-CD3, 400x). C= Same picture shown in B,
included in the program Imagelab for morphometric analysis; note one of the nuclei
with contour delineated for calculation of parameters (arrow). D= In the same case,
CD7 was expressed only in reactive infiltrating T-lymphocytes, but not in neoplastic

cells (anti-CD7, 400x).
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Figure 2
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Box plots showing values of the nuclear area (A), NCI (B), nuclear perimeter (C), maximal
nuclear diameter (D) and minimum nuclear diameter (E) in benign dermal lymphoid infiltrates
(BDLI) and mycosis fungoides (MF). F: Normal distribution of nuclear area in BDLI (left curve)
and MF (right curve).
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O diagnéstico diferencial das infiltragcdes linfocitarias da pele representa um dos
mais dificeis problemas da patologia cirdrgica. Hd um grande nimero de entidades clinicas
que se caracterizam histologicamente pelo aumento da populacao linféide na pele, sendo de
essencial importancia a distincdo entre os grupos de pacientes que serdo submetidos a
abordagens terapéuticas completamente diferentes. A caracterizacdo de uma infiltracao
linfocitaria como de indole benigna implica em terap€utica menos agressiva, apenas
observacdo periddica ou até alta clinica (Burg et al., 1995). Um diagnostico histolégico de
malignidade ou passivel de evolucao maligna, por outro lado, conduz a uma abordagem
terapéutica mais agressiva desde o inicio, incluindo acompanhamento clinico mais
freqiiente, aplicacdo de corticosteréides, bexaroteno (retindide sintético), agentes
quimioterdpicos topicos (mostarda nitrogenada e carmustine), fototerapia, Psoralen-
ultravioleta A (PUVA), banho de elétrons e, em estidgios mais avancados, Denileukin
diftitox (combinacdo de toxina difitérica com um pepitideo recombinante da IL-2) e

quimioterapia sist€mica (Apisarnthanarax et al., 2002).

Nao h4, atualmente, consenso na literatura sobre o valor independente das
caracteristicas imunoistoquimicas para o diagndstico de malignidade, em proliferacdes
linfocitarias da pele. Em estudos prévios realizados neste material pelo nosso grupo nao
confirmamos os achados de alguns autores (Izban et al.,1998; Nuckolsa et al.,1999; Florell
et al, 2006), que enfatizavam a importancia da relacdo entre a expressio de CD4 e CDS§
pelas células linféides no diagnéstico diferencial entre dermatoses e linfomas T cutaneos
(Cotta et al, 2004). Entretanto, tivemos a oportunidade de comprovar a utilidade da delecdo
do marcador linféide T, o CD7, nas lesdes linfomatosas. Neste dltimo estudo, ficou-nos a
impressdo de que a perda da expressdao do CD7 era mais evidente em células linféides mais

volumosas e atipicas (Cotta et al, 2000).

Diante deste achado surgiu a hipdtese da ocorréncia de uma correlacao entre a
perda de expressao do CD7 e o aumento da drea nuclear das células neopldsicas na MF. Na
presente andlise, embora tenha sido evidenciada uma tendéncia de correlagdo, esta ndo foi
estatisticamente significante. Este fato pode ser decorrente de um nimero insuficiente de
casos, mas por outro lado sinaliza a favor de complementaridade dos métodos que podem

ser aplicados em casos individuais de dificuldade diagnéstica.
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A auséncia de critérios de malignidade seguros e a ocorréncia de variagdes
morfoldgicas sutis entre dermatoses inflamatérias e MF sdo responsdveis pela baixa
reprodutibilidade no diagnoéstico definitivo dos infiltrados linféides cutaneos. Trabalhos
realizados por patologistas especialistas demonstram baixa acurdcia diagndstica
(Olerud et al., 1992; Burg et al., 1994; Santucci et al.,2000). Diminuir a subjetividade dos
critérios aplicados € extremamente util neste diagndstico diferencial. E assim, a
morfometria representa uma estratégia poderosa para obtencdo de dados objetivos e

reproduziveis.

Os estudos morfométricos anteriores demonstram que a utilizacdo de
parametros como indice de contorno nuclear (ICN), drea, perimetro e didmetros nucleares
podem ser uteis para o diagndstico de micose fungdide. No entanto, a maioria destes
estudos sdo ultraestruturais (Meijer et al., 1980; van der Loo et al., 1981; McNutt e Crain,
1981; Shum et al., 1986; Payne et al., 1986) ou usando tecidos incluidos em resina para
cortes especiais (Lessana-Leibowitch et al.,1984), mas ndo aplicam as técnicas rotineiras de
um laboratério de Anatomia Patoldgica. A andlise morfométrica em células previamente
identificadas como linfécitos de linhagem T € extremamente interessante por minimizar o
problema de mensuracdo de células ndo linféides, mas também s6 foi em realizada em
trabalhos com imunoeletronica (Iwahara e Hashimoto, 1983; Iwahara e Hashimoto, 1984).
Apesar de importantes do ponto de vista cientifico, a utilizacdo de microscopia eletrOnica e

microscopia imunoeletronica ndo sdo viaveis no diagndstico de rotina.

O presente estudo evidenciou uma diferenca estatisticamente significante de
todos os parametros morfométricos analisados (ICN, area, perimetro e didmetros nucleares
minimo e méximo) entre os casos de MF e dermatoses benignas, corroborando os achados
previamente descritos na literatura (Meijer et al., 1980; van der Loo et al., 1981; McNutt e
Crain, 1981; Lessana-Leibowitch et al.,1984; Iwahara & Hashimoto, 1984;
Shum et al.,, 1986; Payne et al., 1986; Rieger et al.,1989; Sinha et al., 2003;
Gamsizkan et al, 2007). Através da aplicacio da curva ROC (Receiver operating
characteristic curves), foram estabelecidos os valores de corte das médias de cada varidvel
morfométrica, capazes de separar entre os dois grupos. O valor de corte determinado para a

area foi 18,25 pmz, para o perimetro 18,75 um, para o ICN 4,25, para o didmetro maximo
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5,75 um e para o didmetro minimo 4,35 um. Portanto, na amostra estudada, todos os casos
com médias acima destes valores fazem parte do grupo MF/SS. E abaixo destes valores so

ha casos do grupo de infiltrados linféides benignos (Anexo 5).

Nao houve diferenca estatisticamente significante entre as varidveis
morfométricas ¢ as fases da MF. Possivelmente, o nimero de casos de cada fase
(19 mancha eritematosa e nove placa) ndo foi suficiente para esta avaliagdo.
Alternativamente, esta diferenca pode ndo ser propriamente significante e se estabelecer
apenas quando houver evolucdo para fase tumoral ou transformacgao para linfoma agressivo

(Anexo 6).

O presente trabalho demonstrou, assim, que a associacao da morfometria com a
imunoistoquimica em material de rotina apresenta elevadas sensibilidade e especificidade
no diagnodstico dos infiltrados linféides cutaneos. Além disto, dispensa cortes histologicos
especiais (semi-finos e ultra-finos) e ¢ um método mais barato e mais pratico que a

microscopia imunoeletronica.

E possivel considerar a utilizagio deste método na rotina, particularmente em
casos de infiltrados linféides cutaneos duvidosos, sem resposta terapéutica, com multiplas
biopsias e sem definicdo diagndstica. Embora o estudo tenha requerido um trabalho
minucioso de selecao dos nucleos, que demorou em média trés horas por caso, talvez seja
viavel realizd-lo através de uma selecdo programada. Esta seria feita pelo estabelecimento
prévio da coloragdo das células a serem mensuradas, e estas seriam automaticamente
selecionadas pelo programa, provavelmente necessitando menos tempo para sua a

realizacdo.

Além disso, os avancos dos programas de andlise de imagem trazem modelos
cada vez mais simples e praticos (Atalag et al., 2004). Este fato aliado a busca crescente por
dados objetivos e mais precisos torna-os um importante instrumento auxiliar para o

patologista cirdrgico.

Apesar dos avangos, o tema do diagndstico diferencial dos infiltrados linféides
cutaneos estd longe de ser esgotado. Pretendemos realizar a validacdo deste estudo em

outras amostras de casos de MF, visando confirmar os presentes achados e assim,
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estabelecer com maior precisao a aplicagdo do método. Diante das evidéncias descritas da
participacdo de defeitos da apoptose na patogénese da micose fungdide
(Dereure et al., 2000; Zhang et al., 2002), elaboramos também um projeto para avaliacio de
moléculas pré e anti-apoptéticas neste material, a fim de determinar a possivel aplicacdo

destas na defini¢do de malignidade dos infiltrados linf6ides cutineos.
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A avaliagdo de parametros nucleares de células previamente identificadas como
linfécitos T permitiu a diferenciacdo morfométrica entre MF e infiltracOes linfocitarias
benignas no presente estudo. Este método pode adicionar critérios objetivos, praticos e

menos onerosos, para auxiliar no diagnéstico da MF.

Houve uma tendéncia de correlacdo entre a perda de expressao do CD7 e o
aumento da &rea nuclear, sugerindo complementaridade entre as duas abordagens no

diagnéstico diferencial dos infiltrados linféides cutineos.
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ANEXO 1- Expressdes do CD3 e do CD7 nos casos de micose fungédide e sindrome de
Sézary

BIOPSIA CD3 (%) CD7 (%)
B1160 60 40
B6096 90 10
B9385 90 0
B10832 70 10
B8120 90 40
B8250 80 10
B10501 100 90
RV421 80 0
B24407 90 90
B35120 90 20
B61115 90 80
B71210 100 40
B9188 90 70
B8716 100 10
B3862 80 50
B6896 90 40
B10621 90 90
B5033 80 10
B5562 100 90
B5563 100 80
B10071 90 70
B3720 90 100
B4161 70 80
B166 70 70
B5167 90 90
B1107 90 80
B1183 90 40
B2424 80 70
B12360 80 80
B9202 90 50
Mediana 90 60
Média 86,67 53,33
DP 9,94 32,52
Minimo 60 0
Méximo 100 100
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ANEXO 2- Expressoes do CD3 e do CD7 nos casos controle.

BIOPSIA CD3 (%) CD7 (%)
B12122 100 90
B11315 90 80
B4785 30 90
B7070 90 40
B11980 60 70
B1413 100 90
B1562 30 100
B5217 90 70
B7334 90 70
B8175 90 80
B10344 100 30
Mediana 90 80
Média 79.091 73.636
DP 26.629 21.574
Minimo 30 30
Maximo 100 100
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ANEXO 3- Valores das médias das variaveis morfométricas dos casos de micose fungéide
e sindrome de Sézary.

Biopsia Area (pmz) Perimetro (um) ICN Dmax (um) Dmin (um)
B3720 26,84 24,57 5,11 4,80 7,17
B9188 19,88 19,57 4,40 4,43 6,15
B3862 24,41 22,44 4,88 4,59 6,87
B166 20,05 19,63 4,44 4,41 6,06
B1107 19,89 19,69 4,40 4,45 5,91
B1160 22,57 21,24 4,70 4,50 6,55
B9202 23,77 21,96 4,83 4,53 6,49
B6856 24,23 22,41 4,90 4,57 6,66
B4161 25,11 22,74 4,98 4,56 6,74
B5563 24,69 22,23 4,95 4,49 6,68
B24407 26,09 23,99 5,06 4,72 7,23
B35120 22,51 21,40 4,71 4,52 6,63
B9385 23,47 21,50 4,82 4,46 6,52
B2424 22,58 21,71 4,69 4,62 7,01
B10071 21,18 20,04 4,57 4,38 6,26
B5033 20,99 19,67 4,53 4,33 6,07
B10621 20,73 19,85 4,52 4,38 6,15
B12360 20,78 20,93 4,52 4,61 6,54
B1183 22,13 20,70 4,67 4,42 6,30
B5562 24,15 23,32 4,88 4,77 6,98
B6096 20,42 20,14 4,46 4,49 6,20
B8120 22,46 21,20 4,69 4,49 6,82
B8250 22,64 20,41 4,72 4,32 6,22
B10501 26,87 24,45 5,05 4,76 7,28
B6115 22,82 21,54 4,74 4,54 6,46
RV421 21,84 21,80 4,62 4,69 6,76
B71210 21,76 20,23 4,63 4,36 6,25
B10832 21,43 20,78 4,59 4,52 6,31
B8716 20,59 20,99 4,48 4,67 6,53
B5167 22,03 21,21 4,65 4,54 6,52
Mediana 22,48 21,22 4,52 6,52 4,67
Média 22,63 21,41 4,53 6,54 4,73
DP 1,98 1,40 0,13 0,36 0,25
Minimo 19,88 19,57 4,32 591 4,36
Maximo 26,87 24,57 4,8 7,28 5,19

ICN: Indice de contorno nuclear; Dmax: Didmetro maximo; Dmin: Didmetro minimo.
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ANEXO 4- Valores das médias das variaveis morfométricas dos casos do grupo controle.

Biopsia Area (pmz) Perimetro (um) ICN Dmax (um) Dmin (um)
B8175 12,72 14,49 3,55 4,08 5,03
B1413 14,52 15,85 3,79 4,18 4,90
B4785 12,36 14,74 3,50 4,22 4,58
B11315 14,20 15,78 3,74 4,22 5,49
B10344 13,63 15,34 3,67 4,18 4,58
B12122 13,38 14,92 3,64 4,10 4,47
B11980 16,62 16,93 4,03 4,18 4,88
B7070 14,04 15,61 3,72 4,20 5,58
B1562 16,38 17,88 4,01 4,45 5,60
B5217 14,56 15,99 3,79 4,21 4,85
B7334 14,99 15,72 3,85 4,08 4,87
Mediana 14,20 15,72 4,18 4,88 3,79
Média 14,31 15,75 4,19 4,98 3,86
DP 1,34 0,97 0,10 0,40 0,25
Minimo 12,36 14,49 4,08 4,47 3,44
Maximo 16,62 17,88 4,45 5,60 4,25

ICN: Indice de contorno nuclear; Dmax: Didmetro maximo; Dmin: Didmetro minimo.
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ANEXO 5- Valores de corte das varidveis morfométricas estabelecidos pela curva ROC.

Variaveis Valor de corte Sensibilidade (%) Especificidade (%)
Area nuclear 18,25 um? 100 100
Perimetro nuclear 18,75 um 100 100
Indice de contorno nuclear 4,25 100 90,9
Diametro nuclear maximo 5,75 um 100 100
Diametro nuclear minimo 4,35 um 100 100
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ANEXO 6- Valores das médias das varidvéis morfométricas/fases da micose fungéide

e sindrome de Sézary.

Biopsia Area (pmz) Perimetro (um) ICN Dmax (um) Dmin (um) Fase
B1107 19,887 19,691 4,451 5,912 4,516 Mancha
B6096 20,419 20,142 4,489 6,198 4,466 Mancha
B8716 20,595 20,989 4,666 6,525 4,514 Mancha
B10621 20,733 19,846 4,376 6,146 4,494 Mancha
B12360 20,785 20,932 4,615 6,538 4,471 Mancha
B5033 20,989 19,671 4,330 6,071 4,487 Mancha
B10071 21,179 20,042 4,376 6,257 4,550 Mancha
B71210 21,761 20,229 4,360 6,251 4,619 Mancha
RV421 21,842 21,796 4,695 6,760 4,612 Mancha
B5167 22,030 21,209 4,540 6,522 4,706 Mancha
B1183 22,130 20,702 4,416 6,298 4,780 Mancha
B35120 22,508 21,396 4,523 6,633 4,665 Mancha
B1160 22,571 21,240 4,498 6,547 4,651 Mancha
B6115 22,822 21,544 4,545 6,456 4,765 Mancha
B9385 23,469 21,504 4,455 6,522 4,883 Mancha
B3862 24,415 22,441 4,587 6,873 4,888 Mancha
B5563 24,693 22,232 4,489 6,676 5,052 Mancha
B4161 25,110 22,738 4,560 6,744 5,130 Mancha
B24407 26,092 23,990 4,715 7,232 5,132 Mancha
B9188 19,880 19,570 4,433 6,146 4,362 Placa
B166 20,054 19,628 4,408 6,057 4,429 Placa
B10832 21,428 20,784 4,515 6,309 4,682 Placa
B8120 22,461 21,198 4,490 6,818 4,532 Placa
B2424 22,579 21,713 4,615 7,006 4,567 Placa
B8250 22,643 20,414 4,316 6,220 4,753 Placa
B9202 23,771 21,959 4,526 6,491 5,028 Placa
B5562 24,154 23,324 4,767 6,978 5,027 Placa
B10501 26,870 24,452 4,761 7,280 5,074 Placa
B6856 24,232 22,406 4,574 6,664 4,981 SS
B3720 26,838 24,574 4,801 7,173 5,185 SS

ICN: Indice de contorno nuclear; Dmax: Didmetro maximo; Dmin: Didmetro minimo; SS: Sindrome de

Sézary.
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