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resumo

Citometria de fluxo Introducéo: As sindromes linfoproliferativas formam um grupo heterogéneo de neoplasias malignas
com diferentes comportamentos clinicos, fatores patoldgicos e caracteristicas epidemiolégicas e
podem ter seu diagndstico geral com base na morfologia das células linfoides observadas no sangue
Neoplasias hematoldgicas | e riferico. Objetivo: Testar a factibilidade diagnéstica do método de imunofenotipagem por citometria
Diagnéstico de fluxo para sindromes linfoproliferativas a partir da definicdo de um painel minimo de anticorpos.
Material e métodos: Participaram 47 pacientes para diagndstico diferencial dos subtipos de sindromes
linfoproliferativas por citometria de fluxo, no periodo de julho de 2008 a julho de 2010, atendidos na
Fundacdo HEMOPA. Resultados: A mediana de idade dos pacientes foi de 68 anos, ndo houve diferenca
estatistica entre os sexos e o subtipo de sindromes linfoproliferativas mais frequente foi a leucemia linfoide
crénica/linfoma linfocitico de pequenas células B. Conclusdo: O método de imunofenotipagem por
citometria de fluxo, ao lado da morfologia, de amostras de sangue periférico mostrou-se uma metodologia
auxiliar, segura, rapida, factivel e nao invasiva para o diagnéstico de sindromes linfoproliferativas cronicas
a partir do painel de anticorpos sugerido.

Imunofenotipagem

Linfomas

abstract IS

Introduction: Lymphoproliferative syndromes comprise a heterogeneous group of malignant neoplasias with | Flow cytometry
different clinical behaviors, pathological factors and epidemiological characteristics, whose diagnosis may be
based on lymphoid cell morphology observed in peripheral blood. Objective: To test the diagnostic feasibility
of immunophenotyping by flow cytometry for lymphoproliferative syndromes through the definition of minimal
antibody panel. Material and methods: During the period of July 2008 to July 2010, 47 patients from | piagnosis
HEMOPA blood center participated in this study for differential diagnosis of lymphoproliferative syndromes
subtypes by flow cytometry. Results: The mean age was 68 years old. There was no statistical difference
between genders, and the most frequent subtype of lymphoproliferative syndromes was chronic lymphoid
leukemia/small B-cell lymphocytic lymphoma. Conclusion: Based on the antibody panel recommended
in this investigation, the immunophenotyping method by flow cytometry associated with morphological
characterization of peripheral blood samples is a reliable, rapid, feasible, and non-invasive procedure for the
diagnosis of chronic lymphoproliferative syndromes.
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Introducao

As sindromes linfoproliferativas formam um grupo
heterogéneo de neoplasias malignas com diferentes com-
portamentos clinicos, fatores patoldgicos e caracteristicas
epidemioldgicas® '>'% e podem ter seu diagnéstico geral com
base na morfologia das células linfoides, observadas no sangue
periférico. No entanto, em fungdo da similaridade da morfo-
logia muitas vezes observada nesse material, sua classificacdo
e, consequentemente, a escolha do tratamento sdo bastante
dificultados, exigindo a confirmacdo diagndstica por meio
da biépsia de outros érgéos, como baco e linfonodos 1% 4.

A bidpsia de medula 6ssea (MO) ou mesmo de outros
6rgaos linfoides para o diagndstico de sindromes linfoprolife-
rativas cronicas, todavia, além de demoradas, invasivas, que
necessitam de técnicas complementares de diagnéstico, como
a imuno-histoquimica, exigem a presenca de profissionais
treinados e altamente qualificados para a diferenciacdo dessas
neoplasias® ). Diversos autores tém sugerido a utilizagdo da
imunofenotipagem por citometria de fluxo aliada a citologia
convencional como método rapido e ndo invasivo de diagnés-
tico alternativo para sindromes linfoproliferativas@”: % 111419,

Assim, o objetivo deste estudo foi testar a factibilidade
diagnéstica do método de imunofenotipagem por citome-
tria de fluxo para sindromes linfoproliferativas, a partir da
definicdo de um painel minimo de anticorpos, por meio de
material obtido de sangue periférico dos pacientes.

Material e métodos

Foram coletadas amostras de sangue periférico de 47
pacientes provenientes dos programas de diagndstico e
tratamento de leucemias e linfomas da Fundacao HEMOPA,
no periodo de junho de 2008 a julho de 2010.

Todos esses individuos foram informados de sua par-
ticipacdo neste projeto de pesquisa mediante o termo de
consentimento livre e esclarecido.

As amostras de sangue periférico foram coletadas em
tubos de hemodlise com écido etilenodiaminotetracético
(EDTA) e encaminhadas, a temperatura ambiente, para o
Laboratério de Citometria de Fluxo da Fundagdo HEMOPA,
acompanhadas de histdria clinica, impresséo diagnéstica e
ficha com os dados clinicos.

Diagnéstico por imunofenotipagem

Todas as amostras foram analisadas em até 24 horas
apos a coleta, minimizando, assim, as possibilidades de

perda de expresséo de antigenos, com a utilizacéo de ali-
quotas de 100 pl de sangue por tubo a lise das hemacias,
sem lavagem das amostras para evitar a selecdo ou a perda
arbitraria de populagdes celulares especificas.

Foi adicionado 0,01 ml de diferentes anticorpos mo-
noclonais especificos marcados com fluorocromos FITC,
PE ou Percyp, em triades de anticorpos por tubo, os quais,
posteriormente, foram incubados no escuro, a temperatura
ambiente, para posterior aquisicdo média de 10 mil eventos
e andlise em citdmetro de fluxo FACSCalibur por meio do
sistema Cell Quest Pro (Becton Dickinson, San Jose, CA)
para trés cores.

O painel minimo de anticorpos utilizado para o diag-
néstico dos tipos de sindromes linfoproliferativas cronicas
compreendeu a combinacdo de triades dos seguintes
anticorpos comerciais: CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CDS8,
CD10, CD19, CD20, CD22, CD23, CD25, CD34, CD38,
CD45, CD56, CD79b, CD103, CD117, HLA-DR, anti-Kappa,
anti-Lambda, FMC7 e imunoglobulinas G e M (IgG e IgM).

Resultados

Das 47 amostras analisadas, quatro foram diagnosticadas
como inconclusivas para sindromes linfoproliferativas croni-
cas e duas foram diagnosticadas como mieloma mdiltiplo; 41
casos foram diagnosticados positivamente para algum dos
subtipos de sindromes linfoproliferativas cronicas (Tabela 1).
O subtipo leucemia linfoide crénica/linfoma linfocitico de
pequenas células B foi a sindrome linfoproliferativa cronica de
maior frequéncia (28/41; 68,29%). Esses dados foram con-
firmados apds analise morfoldgica (dados ndo mostrados).

Quanto ao sexo, segundo a distribuicdo dos subtipos de
sindromes linfoproliferativas cronicas, ndo houve diferenca
estatistica (p < 0,05).

A analise de faixa etaria (Tabela 2) mostrou que a mé-
dia de idade dos pacientes diagnosticados com sindromes
linfoproliferativas cronicas foi de 66,4 + 11,51 anos (média
1 desvio padrdo), com mediana de 68 anos.

Discussao

Neste estudo, o método de imunofenotipagem por
citometria de fluxo, ao lado da morfologia, de amostras
de sangue periférico mostrou-se uma metodologia auxiliar,
segura, rapida, factivel e ndo invasiva para o diagnéstico
de sindromes linfoproliferativas cronicas, além de a escolha
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Frequéncia dos subtipos de sindromes

JELCIERN linfoproliferativas cronicas
Frequéncia

N° %
Leucemia de células cabeludas 1 2,44
b:rui;:ﬁgla de células cabeludas 1 244
Leucemia pré-linfocitica B 7 17,1
Linfoma de células do manto 1 2,44
T ot e
Leucemia pré-linfocitica T 1 2,44
Sindrome linfoproliferativa cronica 2 4,88
Total 41 100

do painel de anticorpos sugerido ter sido suficiente para a
diferenciacdo dos subtipos de sindromes linfoproliferativas.

Esses dados sdo corroborados por outros autores@” % 111419
que afirmam que a imunofenotipagem por citometria de
fluxo € uma metodologia répida e precisa e uma ferramenta
extremamente (Gtil no diagndstico, no progndstico e no mo-
nitoramento da terapéutica e da epidemiologia das sindromes
linfoproliferativas cronicas. Ressalte-se, entretanto, que em
alguns casos o diagndstico definitivo s6 é possivel por meio
de estudo histopatol6gico da peca anatdmica (linfonodos,
tecidos linfoides associados a mucosas ou glandulas, baco).

O painel estabelecido neste estudo permitiu, inicialmente,

separar as sindromes linfoproliferativas de origem B das de
origem T. Apesar de estas (ltimas ndo serem tao frequentes e

JELEIEWA Frequéncia dos subtipos de linfomas nao Hodgkin segundo a faixa etaria

21a

30
Leucemia de células cabeludas -
Leucemia de células cabeludas variante -
Leucemia pro-linfocitica T -
Leucemia pré-linfocitica B 1
Linfoma de células do manto -

Leucemia linfoide cronica/linfoma linfocitico de
pequenas células B

Sindrome linfoproliferativa cronica -
Total 1

geralmente estarem associadas a infec¢do pelo virus linfotré-
pico de células T (HTLV-1)(¢17) neste estudo, foi observado
apenas um caso de leucemia pré-linfocitica T.

Quanto ao diagnéstico das sindromes linfoproliferativas
de origem B, em especial a leucemia linfoide crénica/lin-
foma linfocitico de pequenas células B (LLC-B), a presenca
do fenétipo aberrante CD20/CD5, associada a positividade
para CD23 e monoclonalidade de baixa expressao para
IgM de superficie, facilitou sua identificacdo. Embora se
discuta na literatura a existéncia de casos de LLC-B com
CD5 negativo, segundo dados, estas ocorreriam em apenas
2% dos casos® 1 14:16),

Outro achado importante, a partir do painel proposto
neste estudo, foi a possibilidade de observacdo da expressdo
de CD38 (dados nao mostrados), um marcado caracteristico
da linhagem plasmocitica que tem expresséo ja descrita em
mais de 20% dos casos de LLC-B( associada a auséncia
de mutacdo somatica da regido varidvel da cadeia pesada
de imunoglobulina e a mau prognéstico nesses pacientes;
embora, neste estudo, o prognéstico nesses individuos ndo
tenha sido avaliado a partir desse achado.

Aleucemia pré-linfocitica B foi outro achado importante
neste estudo. Mesmo sendo pouco comum e cursando com
grandes linfocitoses e esplenomegalia volumosa, foi caracte-
rizada neste estudo pela expressao forte de imunoglobulinas
de superficie (IgG e IgM), além de CD20, CD22, CD79b,
FMC7 e CD38 positivos, com CD5 negativo, semelhante a
outros estudos da literatura™.

O diagnéstico diferencial entre a LLC-B e o linfoma de
células do manto, por sua vez, seque caracterizacao fenotipica
ja amplamente descrita na literatura com CD22 e CD20/CD5
positivos, CD23 negativo e expressao moderada de IgM®:19),

Faixa etaria (anos)

3la 41 a 51a 61 a 71a 8la
40 50 60 70 80 90

1 _ _ _ _ _

- - - - 1 -
_ _ _ 1 _ _
- 2 - - 2 1
- - - 1 - -
- 1 9 8 7 4
1 - - 1 - -
2 3 9 11 10 5
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Segundo dados da Organizacdo Mundial da Sadde
(OMS)1316.17) as neoplasias de células B maduras compreen-
dem mais de 85% das sindromes linfoproliferativas cronicas
no mundo, com a leucemia linfoide crénica/linfoma linfocitico
de pequenas células B tendo maior ocorréncia principalmente
em paises ocidentais, fato semelhante ao observado neste
estudo, em que a leucemia linfoide cronica/linfoma linfocitico
de pequenas células B apresentou maior frequéncia (68,29%)
entre as sindromes linfoproliferativas cronicas.

Quanto ao sexo e a distribuicdo da frequéncia de sindro-
mes linfoproliferativas cronicas diagnosticados, observou-
-se neste estudo ndo haver diferenca estatistica entre eles.
Resultado discordante de outros estudos‘® 1", que revelam
uma relacdo (masculino/feminino) de 1,3/1. Entretanto, os
dados deste estudo podem estar subestimados em fungéo
do tamanho da amostra analisada.

Quanto a maior frequéncia de sindromes linfoproliferativas
cronicas em pessoas acima da quinta década de vida®2 17,
esses dados estdo de acordo com os encontrados neste estudo.

Conclusao

Os resultados observados neste estudo confirmaram
dados da literatura sobre a frequéncia dos subtipos de
sindromes linfoproliferativas crénicas, bem como sua dis-
tribuicdo em relacéo a faixa etaria.

A citometria de fluxo demonstrou ser uma importante
ferramenta no diagnéstico, na classificacdo e na caracterizagcdo
fenotipica dos subtipos de sindromes linfoproliferativas cronicas,
de forma mais rapida e precisa, e o painel de anticorpos sugeri-
do mostrou-se minimamente suficiente para esse diagnostico.
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