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or bone marrow samples (4mL), nucleic acids were stabilized
and then extracted using Magna 96 (Roche). A one-step RT-
gPCR QuantiNova Probe master mix (Qiagen) with primers and
probes described by Gabert et al. 2003 (EAC) and by Pane et al.
1996 were used. BCR-ABL1 and ABL RNAs were co-amplified
at Roche LightCycler 480II for el4a2/e13a2 (p210), ela2 (p190),
and el19a2 (p230) fusions. The degree of agreement between
the test methods (flow cytometry) and the comparative meth-
ods (PCR for BCR-ABL) was quantified using Kappa statistics
with three categories. Results: In this period, 21 samples from
different patients were received at Sabin Medicina Diagnostica
lab for CML investigation and medical order for flow cytometry
and BCR-ABL assays. 10 samples were from peripheral blood
and 11 from bone marrow. In 10 samples (3 bone marrows and
7 peripheral blood), flow cytometry assay did not show a CD26+
CML LSC population, and BCR/ABL PCR assay resulted nega-
tive. In 11 samples (8 bone marrows and 3 peripheral blood),
a CD26+ CML LSC population was identified by flow cytom-
etry and BCR-ABL PCR assay resulted positive. There were
no discordant results. The degree of agreement between the
test methods (flow cytometry) and the comparative methods
(PCR for BCR-ABL) was a perfect agreement (kappa=1). Con-
clusions: In conclusion, our data are in accordance with the
results previously described by Raspadori et al. Although we
still believe that further studies are necessary, the identifica-
tion of a CD26+ CML LSC population by flow cytometry may
be a diagnostic tool for CML when a BCR-ABL PCR assay is not
available.
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Background: Breast implant-associated anaplastic large
cell lymphoma (BIA-ALCL) is a provisional entity with
morphological and immunophenotypic characteristics indis-
tinguishable from anaplastic large cell lymphoma (ALCL), as
hallmark morphology and CD30 positivity. However, unlike
ALCL, BIA-ALCL often presents as unilateral effusion asso-
ciated to silicone breast implants. Diagnostic confirmation
of BIA-ALCL can be difficult. In this setting, multiparam-
etric flow cytometry (MFC) looking for CD30, HLA-DR and
CD25 positivity may be a good option for help in diagnostic
assistance. Objective: To describe cytological and flow cyto-
metric founds of patients with suspected periprosthetic fluid
and compare confirmed BIA-ALCL to negative patients. Meth-
ods: From mar/2018 and Jul/2020, all periprosthetic fluid (PF)
collection sent to our lab to cytology and MFC analysis to
quantification and characterization of pathologic, T and B cells
were included. All specimens were collected in dry tubes and

sent immediately to the lab. A cytospin was prepared and
cored with Wright-Giemsa staining for morphological evalu-
ation. A total of 100 uL of the concentrated cells were stained
with CD4-V450, CD45-V500, HLA-DR-FITC, CD30-PE, 7AAD,
CD19-PE-Cy7, CD14+CD3-APC, CD8-APCH7 and Lymphocyte
Screening Tube (Euroﬂow®). For each sample, 100,000 cells
were acquired using FACSCanto-II cytometer and data were
analyzed with Infinicyt(tm) software. Positive cases were
submitted to a confirmation tube with HLA-DR-V450, CD45-
V500, CD45RO-FITC, CD25-PE, CD5-PerCPcy5.5, CD2-PE-Cy7,
CD14-APC, CD43-APCHY7. Cases with less than 1000 cellular
events available in flow cytometry acquisition were considered
unavailable. Results: 83 PF collection from 77 patients were
analysed in 28 months. Five patients had bilateral breast col-
lection and one patient repeated the evaluation 2 weeks after
first analysis. Median age was 50 years (31-57 years). We found
seven positive cases (9.1% of patients); in one of them, the first
sample was considered unavailable. Thus, the MFC sensitivity
was 85.7% and specificity 100% in our cohort. From 76 nega-
tive samples, 9 (11.8%) were considered unavailable cause of
lack of viable cells, 7 (9.2%) were blood contaminated, 11 had
neutrophilic exudate (14.5%) and 49 (64.5%) had transudates
with a predominance of mature lymphocytes. Cytological
examination of all seven positive cases revealed numerous
large, anaplastic cells with pleomorphic nuclei, prominent
nucleoli, and moderate basophilic cytoplasm with frequent
vacuoles. MFC immunophenotyping showed large tumor cells
(increased FSC/SSC scatter) with bright expression of CD30,
CD25 and HLA-DR, CD45%" and absence of monocytic, B and
NK cell antigens (CD14, CD19, CD20, CD38, CD56 and light
chain expression). All had absence of CD3, five cases had CD4
heterogeneous expression, one had weak CD8, and one had
CD5 dim. In negative cases available, scant or rare CD30 pos-
itive lymphocytes with normal morphology was considered
reactive and corresponded to activated T cells. Furthermore,
when we compared BIA-ALCL and normal cases, we detected a
significant MFI difference, with overexpression of CD30, HLA-
DR and CD25 and dim expression for T cell markers in tumor
cells compared with normal samples. Conclusion: Here we
describe seven patients with BIA-ALCL and could highlight
the utility of cytologic evaluation and multiparametric flow
cytometry immunophenotyping in diagnostic workup.
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Introducdo: A leucemia promielocitica aguda (LPA) é um
tipo de leucemia aguda genética e molecularmente bem
definida que é curavel, mas tem uma mortalidade precoce
frequente devido a sangramento. Portanto, hd uma neces-
sidade de uma triagem diagndstica rdpida para iniciar a
terapia apropriada. A citometria de fluxo multiparamétrica
(MFC) geralmente é realizada em todos os tipos de leucemias
mieloides agudas (LMA), mas apenas algumas caracteristicas
foram descritas como sendo caracteristicas da LPA. Objetivo:
desenvolver um algoritmo de diagnéstico baseado na inten-
sidade de expressdo de varios antigenos examinados pelo
MFC na LMA que possam discriminar de forma confiavel
entre a LPA e os outros tipos de LMA. Material e méto-
dos: LMAs consecutivamente diagnosticadas e tratadas em
nossa instituicdo nos ultimos 2 anos entraram no estudo.
A imunofenotipagem foi incluida na investigacdo diagnods-
tica. Foi utilizada uma plataforma de 8 cores baseada nas
recomendacdes da Euroflow. A intensidade média de fluo-
rescéncia (MFI) de cada antigeno testado foi avaliada e as que
melhor discriminaram entre LPA e todos os outros tipos de
LMA foram obtidas por uma andlise discriminante. As car-
acteristicas fenotipicas dos mieloblastos normais, extraidas
de exames de MFC da medula éssea (BM) realizados para o
diagnéstico de citopenias, foram utilizados como controle.
Resultados: 24 casos de LPA e 56 casos de outra LMA primadria
entraram no estudo. Idade média: 39 (23-56) e 62 (26-81) anos,
respectivamente. Em relacdo aos grupos de risco da ELN de
casos nao relacionados a LPA, 13 eram de risco favoravel,
26 eram intermedidrios e 9 eram de risco adverso. Em 8 casos,
a avaliacdo de risco nédo foi possivel realizar devido a ausén-
cia de citogenética. Além disso, entre os pacientes com LPA,
7 casos apresentaram uma mutagdo no FLT3-ITD. Entre os LMA
nao LPA, 4 tiveram mutagdo FLT3-ITD, 4 tiveram NPM1 e 10
tiveram mutacdo FLT3-ITD e NPM1. Em relacdo a expressio
do antigeno, o CD34 foi expresso em apenas 1/24 amostras de
APL e em 18/56 amostras de LMA ndo-LPA. As seguintes carac-
teristicas de fluxo foram expressas diferencialmente nos dois
grupos: SSC (p<0,0001), CD45 (p=0,02), CD13 (p=0,001), CD64
(p=0,004), HLA-DR (p<0,0001) e CD33 (p <0,0001) (tabela 1). Na
andlise discriminante, MFI CD34 e MFI HLA-DR foram capazes
de classificar com precisdo LPA e LMA nao-LPA em apenas
62,5%. No entanto, apds a adi¢do da razdo do SSC entre blastos
e linfécitos, esses trés parametros foram capazes de diferen-
ciar LPA de LMA n&o-LPA em 91,2% dos casos. Conclusdo: O
MFC foi adequado para uma triagem rapida de LPA na maioria
dos casos. A expressdo de CD34 nio foi muito ttil, pois muitas
LMAs ndo expressam esse antigeno, semelhante ao LPA, mas
0 SSC, juntamente com o HLA-DR, poderia discriminar ambos
os tipos de leucemia na maioria dos casos.
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Objetivo: A citometria de fluxo (CF) é ferramenta impor-
tante no diagndstico e monitoramento de neoplasias de
células plasmocitarias. Essa metodologia diferencia plasmoci-
tose reacional de neoplasia, auxilia na avaliacdo da progressao
de Gamopatia Monoclonal de Significado Indeterminado
(GMSI) para Mieloma Multiplo (MM), e quantifica doenca
residual minima (DRM). Comparada a citomorfologia, a CF
apresenta maior sensibilidade, porém observa-se discrepan-
cia no numero de plasmécitos, com menor porcentagem na CF,
explicada em parte pelas caracteristicas do plasmacitos e por
aspectos pré-analiticos. Os plasmocitos normais apresentam
fenétipo CD45+, CD38+, CD138+, CD19+, CD56-/fraco, CD81+,
CD117-, CD27+, clg policlonal. £ possivel observar, especial-
mente na GMSI e na pesquisa de DRM para MM, a presenca de
duas populacdes plasmocitérias diferentes, geralmente uma
com fenétipo normal e outra com fenétipo anémalo. Nosso
objetivo é avaliar o poder de discriminacdo dos marcadores
CD19, CD27, CD38, CD45, CD56, CD81, CD117 e CD138, pela
intensidade média de fluorescéncia (MFI), comparando duas
populacles plasmocitarias na mesma amostra, dentre elas
uma normal e uma andémala. Materiais e métodos: Foram
analisados 20 casos com presenca de plasmécitos anémalos.
O critério para inclusdo foi presenca de no minimo 0,1% de
células plasmocitérias anémalas, e > 100 eventos em cada
populacdo plasmocitaria, em amostra de medula éssea detec-
tada por CF. Nos casos avaliados, foi possivel distinguir duas
populacdes de plasmécitos, sendo uma delas com fendtipo
normal e a outra anémala. Por fim, avaliou-se o MFI de cada
marcador nas duas populacoes plasmocitarias. Todos os casos
foram avaliados por CF, utilizando os seguintes anticorpos:
cyLambdaFITC, cyKappaPE, CD56ECD, CD138PC5.5, CD27PC7,
CD117APC, CD19A700, CD38A750, CD81PB e CD45KO0. Os dados
foram analisados em citdmetro Navios e software Kaluza. Para
a andlise da distribuicdo dos dados, utilizou-se o software
estatistico R. Resultados: Dos 20 casos analisados, 55,6% dos
pacientes eram do sexo feminino. A mediana de idade foi
de 65,5 anos (37-87). Ao avaliar o MFI dos marcadores por
representacdo grafica em boxplot, observou-se que no geral
houve uma menor dispersdao dos dados nas populacdes plas-
mocitarias andémalas, enquanto nas populagdes normais os
valores do MFI se apresentam com maior dispersdao. Com
excecao do CD81, os demais marcadores apresentaram val-
ores sobrepostos entre a populacdo normal e a anémala. O
CD56 apresentou baixa dispersdo dos dados nas populac¢oes
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