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RESUMO

Esta pesquisa foi realizada com o intuito de mostrar de maneira simplificada e didatica
as caracteristicas que envolvem os diferentes tipos de linfomas, sendo abordada nesta
revisao a classe de linfomas ndo-Hodgkin (LNH), bem como, os possiveis exames
utilizados, para diagndstico da doenca.

Um dos exames mais utilizados dentro da imunofenotipagem é a citometria de fluxo,
que ganhou espaco ao longo dos anos por sua capacidade de diferenciacéo,
caracterizacdo, progndéstico e monitoramento de neoplasias de tecidos sanguineos, além
de ser rapido, utilizar pouca amostra e conseguir avaliar varios pontos simultaneamente,
como morfologia celular, antigenos de superficie e intracelulares, detectando até pontos
de monoclonalidades.

Segundo estudos, os LNH acometem predominantemente, pacientes acima de 55 anos,
sendo mais comum no sexo masculino, o que ndo se exclui o aparecimento na
populacdo jovem. Por se tratar de uma neoplasia de sistema linfatico que pode ter desde
uma evolucdo lenta a agressiva, 0s sinais e sintomas podem variar, sendo alguns
pacientes assintomaticos no inicio, ou quando os sintomas aparecem a disseminacao
muitas vezes ja ocorreu. O tratamento e acompanhamento desses pacientes vao
depender do subtipo do linfoma, onde seréd levado em consideracdo a classificacdo e o
estadiamento da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Linfomas ndo-Hodgkin, neoplasias, citometria de fluxo,
estadiamento.

ABSTRACT

This research was carried out in order to show in a simplified and didactic way, the
characteristics that involve the different types of lymphomas, approaching in this review
the class of Non-Hodgkin's lymphomas (NHL), as well as the possible laboratory tests
used for diagnosis of disease.
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One of the most used tests within immunophenotyping is flow cytometry, which has
gained space over the years for its ability of differentiation, characterization, prognosis
and monitor blood tissue neoplasms, in addition to being fast, using little sample and
it’s able to evaluate several points simultaneously, such as cell morphology, surface and
intracellular antigens, detecting even monoclonality points.

According to studies, NHL predominantly affects patients over 55 years of age, more
common in males, which does not exclude the appearance in the young population.
Because it is a neoplasm of the lymphatic system that can range from a slow to
aggressive evolution, the signs and symptoms may vary, with some asymptomatic
patients in the beginning, or when the symptoms appear the
dissemination has already happened. The patients’ treatment and monitoring will
depend on the lymphoma subtype, which will be considering the classification and
staging of the disease.

KEYBORDS: Non-Hodgkin's Lymphomas, neoplasms, flow cytometry, staging.

1. INTRODUCAO

As doencas linfoproliferativas cronicas (DLPC) abordam o sistema linfo-
hematopoiético de forma clonal maligna, ou seja, neoplasia das células da série
linfociticas maduros sendo os linfocitos T, B e Natural Killer (NK). As DLPC se
apresentam de formas distintas tanto nas caracteristicas clinicas, morfoldgicas e
imunoldgicas. Essas neoplasias acometem pessoas com mais de 50 anos, podendo
acontecer em jovens as vezes, afetando mais homens do que mulheres (2:1). O
“cronico” na descrigdo do grupo destas patologias induz erroneamente pensar que sdo
doencas indolentes e/ou assintomaticas. Algumas DLPC tém um comportamento
agressivo e de rapida evolucdo, muitas vezes levando ao Obito. Como foram
supracitadas as DLPC sdo heterogéneas, porém existe uma caracteristica comum: O
fendtipo maduro das células linfoides. (PAIVA, 2018)

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) realizou uma revisdo em 2008 para
classificar os tumores do tecido hematopoiético e linfoide. Nesta classificacdo temos o
consenso desses tipos de neoplasias malignas. (ZERBINI et al, 2011)

Pelo fato de serem patologias de dificil diagndstico, a OMS fez uma abordagem
que sera realizada como uma triade e segue 0s seguintes parametros: morfoldgico,
fenotipico e genotipico. Mas j& se sabe que ndo tem um custo-beneficio ideal para
realizar os testes em todas as amostras. (PAIVA, 2018)

O diagndstico dessas hematopatologias ja foi muito dependente da

citomorfologia e histologia, mas, atualmente, as técnicas de imunofenotipagem



(Citometria de Fluxo) e imunohistoquimica trazem informacdes importantissimas ao
diagndstico, sendo elas: estagios de maturacdo das células, presenca de fenotipos
anormais com relevancia, além de obter marcadores que mostram o prognéstico da
doenca e até mesmo nos mostram pontos que podem ser alvos terapéuticos. A
citometria de fluxo conquistou seu espago e hoje é um método de referéncia para a
identificacdo da DLPC. (PAIVA, 2018)

Dentro das doencas linfoproliferativas cronicas, temos os linfomas. Os linfomas
sdo neoplasias heterogéneas onde temos a proliferacdo e acumulacdo de linfdcitos
maduros nos ganglios e 6rgdos linfaticos, podendo invadir o sangue e Orgdos-nao
linfoides. Os linfomas sdo divididos em dois grandes grupos e dentro deles ha a
caracterizacdo especifica de cada tipo. Essas patologias sdo dividias em: Linfomas de
Hodgkin (LH) e Linfomas ndo-Hodgkin (LNH) (MARTINS, 2012). O LH ¢
caracterizado, de maneira geral, se espalha de forma ordenada. J4 os LNH s&o o oposto,

se espalha de maneira disseminada (Instituto Nacional de Céancer, 2020).

Além da classificacdo da OMS, os LNH também sdo classificados de acordo
com a pratica onde caracterizamos de acordo com evolucdo clinica, onde temos:
Indolentes, agressivos e muito agressivos. Geralmente, os indolentes tém uma evolugéo
lenta e de dificil tratamento e os agressivos possuem a evolucdo rapida, mas com a
maior chance de cura. Os linfomas indolentes sdo, entorno, de 40% dos casos de
malignidade e tem a inclusdo dos: linfoma folicular, leucemia linfocitica cronica de
células B/linfoma linfocitico de células pequenas, linfoma da zona marginal e o linfoma
linfoplasmocitico. O linfoma folicular € uma DLPC com caracteristica indolente das

células B do centro germinativo e € o segundo mais comum. (MARTINS, 2012)

2. MATERIAL E METODOS

As seguintes bases de pesquisa foram consultadas: SciELO (Scientific Electronic
Library on Line), PubMed (NCBI US National Library of Medicine National Center for
Biotechnology Information) e o INCA (Instituto Nacional do Cancer) Estudos que
abordaram o assunto, publicados entre 2005 e 2019 foram incluidos. Foram pesquisados
0s seguintes termos: Linfomas ndo-Hodgkin, neoplasias, citometria de fluxo,
estadiamento.



3. DESENVOLVIMENTO

3.1 LINFOMAS NAO HODKGIN

Como j4 foi dito, os LNH sdo neoplasias que atingem os linfocitos B, T e NK e
ttm a clinica dependente do subtipo do linfoma que leva em consideracdo a
classificacdo e estadiamento. Incialmente sdo neoplasias solidas que acomete certos
pontos do sistema linfatico. Nos Estados Unidos o LNH é responsavel por 4% de todos
0s canceres apresentado no Pais, sendo um dos mais comuns a serem diagnosticados. A
incidéncia, nos Estados Unidos, € de 19,1 casos/100 mil habitantes, com um aumento
sendo apresentado pelo mundo todo, atingindo predominantemente maiores de 55 anos

com uma leve disposicao ao sexo masculino. (VELOSO, 2007)
3.2 SUBTIPOS DE LNH

A classificacdo dos linfomas ndo-Hodgkin leva em consideracdo aspectos
morfolégicos, a imunofenotipagem, testes genéticos e os dados clinicos do paciente, de
acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) e isso gera trés grandes grupos:
As neoplasias de células B, as neoplasias de células T/NK e inclui os linfomas de
Hodgkin. De acordo com a OMS, linfoma e/ou leucemia da mesma linhagem celular
sdo classificacBes da mesma doenca, porém em estagios diferentes. OS LNH também
s&o classificados em agressivos e indolentes. (ARAUJO et al, 2008).

Quadro 1. Classificacédo dos Linfomas ndo-Hodgkin

Células B Células T e NK

Leucemia Linfocitico Cronica / Linfoma | Linfoma de células T do adulto

Linfocitico de células pequenas

Leucemia Prolinfocitica de células B Linfoma Extranodal de Células NK

Linfoma Esplénico de Zona Marginal Linfoma de Células T associados a

enteropatia

Leucemia “Hair Cell” Sindrome de Sézary
Linfoma Linfoplasmocitico Micose Fungoide
Mieloma Multiplo Linfoma de células T periférico

Plasmocitoma Linfoma Angioimunobléastico de CelulasT




Linfoma “MALT” Linfoma Anaplastico de células grande

Linfoma Folicular

Linfoma de células do Manto

Linfoma Difuso de células grandes B

Linfoma Burkitt

Fonte: Adaptado de SARTOR, Jaine Paulina, GRANEMANN, Marine Alage.
Linfomas. In: RICCI, Vitor Hugo Parpinelli; MAMAN, Maria Julia Cavaler De. Guia
pratico de hematologia. Criciima: Unesc, 2019. p. 86-112.

3.3 SINAIS E SINTOMAS DE LNH

Geralmente, os pacientes com a linfadenopatia tém os seguintes sintomas: Febre,
sudorese noturna e emagrecimento. Esses sintomas sdo apresentados em 40% dos
pacientes com a forma agressiva da patologia. Outros sinais e sintomas podem surgir
com menor predominancia: 20% apresentam a massa mediastinal; 3% - 8% podem ter a

sindrome de veia cava superior. (ARAUJO et al, 2008)

A doenca pode passar de localizada para disseminada, coisa que classifica o
estadiamento, em 10 a 35% dos casos e muitas vezes acometem mais 0 sistema
digestorio. Os linfomas indolentes acabam tendo um grande percentual de infiltracdo
medular, entorno de 30% a 50%. O LNH também pode ser caracterizado como uma
neoplasia pouco diferenciada tendo um sitio priméario desconhecido e essa demarcacao
representa até 65% dos casos. (ARAUJO, 2008)

Os pacientes com LNH que chegam aos setores de emergéncia com: sindrome
de lise tumoral, compressédo medular e hipercalcemia. Esses sinais e sintomas sdo fatais
e devem ser reconhecidos e tratados. (ARAUJO, 2008)

3.4 ESTADIAMENTO

Os exames que sdo utilizados para auxiliar no estadiamento da neoplasia sao:
Hemograma, bioquimicos de rotina, dosagem de lactato desidrogenase, albumina,

microalbumina-32 e sorologias. Os exames de imagens solicitados: radiografia de torax,




tomografia computadorizada (TC) de torax, de abdome e pelve alem da tomografia por

emissdo de positrons. Certos casos exigem bidpsias dos locais suspeitos. Além disso,

deve-se realizar uma boa anamnese. Apés a realizacdo de todos os exames, devem-se

dispor as caracteristicas clinicas e fisicas dos pacientes na classificacdo de Ann Arbor.

(SARTOR & GRANEMANN, 2019)

Quadro 2. Classificacdo de Ann Arbor

Estadiamento

Caracteristicas

Envolve apenas uma regido de linfonodo

ou apenas um o6rgao extralinfatico.

Comprometimento de duas ou mais
regides linfonodais e/ou orgéo
extralinfatico do mesmo lado do
diafragma

Envolvimento de regides linfonodais dos
dois lados do diafragma que também
acomete um Orgdo ou sitio extralinfatico

ou do, no minimo, bagco (ou ambos)

v Comprometimento disseminado de um ou
mais 6rgdos extralinfatico com ou sem
linfonodo aumentado.

Sem sintomas “B”
B Perda de peso inexplicavel ha seis meses,

febre noturna >38° C e sudorese noturna.

Fonte: Adaptado de SARTOR, Jaine Paulina; GRANEMANN, Marine Alage.
Linfomas. In: RICCI, Vitor Hugo Parpinelli; MAMAN, Maria Julia Cavaler De. Guia
pratico de hematologia. Criciima: Unesc, 2019. p. 86-112.




Figura 1. Estadiamento dos linfomas
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Fonte: Adaptado da Aula do Dr Mario José Aguiar de Paula disponivel em <
https://pt.slideshare.net/HCancerBarretos/02-capacitao-2014-39239313>

3.5 DIAGNOSTICO

Anos atras, a morfologia celular e imunohistoquimica eram cruciais para o
diagnostico das neoplasias linfoides. Atualmente, a imunofenotipagem, dentre elas a
citometria de fluxo, a genética molecular vém ganhando cada vez mais espaco para o
fechamento do diagndstico ja que os métodos antigos possuem certos problemas, tais
como: diferenciacdo entre as populacdes celulares neoplésicas linfoides e reativas; a
diferenciacdo entre neoplasias linfoides e mieloides; e a subclassificacdo dos linfomas.
(VELOSO, 2007)

3.6 PUNCAO ASPIRATIVA POR AFULHA FINA (PAAF)

A puncéo aspirativa por agulha fina é uma técnica utilizada desde o século XIX,
mas ndo teve sua devida importancia por conta das complicacdes relacionadas ao calibre
das agulhas utilizadas naquela época. As agulhas finas, propriamente ditas, s6 foram
utilizadas em meados da década de 50. Conforme o passar dos anos e 0s avangos na
area médica, o uso da técnica como diagnostico veio se ampliando por se tratar de um
método simples, rapido, seguro e de baixo custo. A PAAF permite a utilizacdo de
métodos como a imunocitoquimica, analise citogenética, microscopia eletrénica e
citometria de fluxo. A técnica de aspiracdo por agulha fina é indicado para qualquer
massa visivel ou palpavel, mas pode ser aplicada para les6es profundas, mas que sejam

guiadas por qualguer exame de imagem (GOIS et al, 2008)
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A PAAF tem sido a primeira escolha de procedimentos para avaliagdes iniciais,
mesmo com sua confiabilidade sendo questionada em alguns estudos como, por
exemplo, os linfomas de tiredide que surgem em glandulas com processo inflamatorio
linfocitico crénico, sendo assim tendo dificuldade para distincdo das patologias,
principalmente quando lidamos com linfomas de baixo grau. Porém, um estudo mostrou
que o diagnostico por PAAF é correto em até 80% dos casos. (AZAMBUJA et al, 2004)

Ja em 2005, foi comparada a eficacia da PAAF em diagnoésticos de linfomas
ndo-Hodgkin combinando a citologia, imunofenotipagem e citometria de fluxo através
das amostras obtidas pela puncédo aspirativa por agulha fina onde tivemos o diagnostico
final conclusivo. Esta metodologia foi compara com a bidpsia convencional de
linfonodo, sendo assim, 0 método proposto péde obter um diagndstico seguro, rapido e
ndo invasivo. (COSTA et al, 2005)

3.7 CITOMETRIA DE FLUXO

O citémetro de fluxo é constituido por cinco elementos que sdo: as fontes de
radiacdo (que podem ser as lampadas de mercdrio ou laser), uma camera de fluxo,
filtros Opticos para selecionarem de acordo com o comprimento de onda, fotodiodos ou
fotomultiplicadores para detecgdes sensiveis para processar 0s sinais de interesses e por
fim a unidade que processa os dados recolhidos. Para se obter a andlise da amostra,
coloca-se a suspensdo celular através da camera onde se da a passagem de uma célula
por vez através do feixe de radiacdo. A passagem individual das células é feita através
da focagem hidrodindmica da amostra que é injetada na camera com uma solucdo
salina, a diferenca das velocidades entre os dois fluidos, o da suspensdo e a solugdo
salina, gera um fluxo laminar. A velocidade da solugcdo é superior ao da amostra,
permitindo assim controlar a espessura da suspensdo de forma que passe apenas uma
célula por vez, podendo detectar-se até mil células (ou eventos também chamados) por
segundo. Apo0s as células passarem pelo feixe de radiacdo sofrem dispersbes nas
diferentes direcbes, sendo assim, a radiacdo dispersada é detectada pelos fotodiodos,
quando a radiacéo for para a direcdo frontal, ou quando desviadas por lentes, espelhos e
filtros que séo focados em fotomultiplicadores. A combinacdo deste tipo de dispersoes
da radiacdo mostra informagdes importantes das células, como: dimensao,
complexidade e morfologia. A fluorescéncia de certos compostos intrinsecos, como a
clorofila, se liga aos fluorocromos e permitem a diferenciagéo seletiva de subpopulagdes

de acordo com as ligagOes aos corantes fluorescentes que s&o detectados por



fotomultiplicadores. Os atuais citometros podem ter até 26 detectores simultaneos fato

que permite analisar multiplas caracteristicas celulares de um ndmero elevado de
células. (SILVA et al, 2004)

Figura 2. Representacdo esquematica da camera de fluxo.
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JOSEIRO, José Carlos. Citometria de Fluxo — Funcionalidade celular on-line em
bioprocessos. Boletim de Biotecnologia. p. 33 — 40.

Figura 3. Configuracdo de um citometro.
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Figura 4. Andlise por citometria de fluxo de adenomegalia axilar de paciente
com linfoma folicular
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Fonte: BEZERRA, Alanna Mara Pinheiro Sobreiro
A stem cell, também conhecida como ceélula tronco hematopoiética, tem como

definicdo a grande capacidade de auto renovacgéo e potencial proliferativo permitindo



assim sua diferenciacdo em células progenitoras de todas as linhagens sanguineas.
Fazem parte de apenas 0,1% da medula 6ssea humana e das células hematopoiéticas
circulantes. O fenotipo expresso pela stem cell sdo dos marcadores: CD 34, CD 90 e
pela falta do CD38. Cada marcador tem sua funcdo, por exemplo: CD 34 é uma
molécula de adesdo e o CD 90 pode estar envolvido na sinalizacdo da transducao
génica. (GROTTO e NORONHA, 2003)

A citometria de fluxo € um método de imunofenotipagem que vém conquistando
a sua importancia no diagnostico bem como na caracterizacdo das neoplasias que
acometem os tecidos sanguineos. Esta metodologia tem inimeras vantagens: rapidez,
utilizacdo de pouca amostra, avaliagéo de diversos pontos simultaneamente (tais como:
morfologia celular, antigenos de superficies e intracelulares), detectando até pontos que
indicam a monoclonalidade (que é importantissimo para o diagndstico de uma neoplasia
clonal). A importancia da imunofenotipagem é grande, ja que além de realizar o
diagndstico pode oferecer alternativas terapéuticas. (COSTA et al, 2005) No estudo de
COSTA et al realizado 2005, mostrou que, naquele momento, a citometria permitiu o
diagnostico correto em 85% dos casos e os demais foram classificados apenas em
linfomas B ou T.. Um linfoma bem predominante é o folicular, os marcadores mais
comuns deste tipo de neoplasias sdo: CD10 e CD43 mais os marcadores de linfécitos B
(CD19, CD20 e CD79) Outro linfoma bem conhecido, porém de carater agressivo, que
é o de difuso de grandes células B tem marcadores bem definidos sendo tais: os de
linfécitos B (CD 19, CD 20 e CD79) tendo o marcador universal de linfocitos CD45,
mas sendo negativo para os CD 5, CD 10 e CD23. (SARTOR e GRENEMANN, 2019)

4. CONCLUSAO

Analisando o ponto de vista a qualidade e precisdo do diagndstico, a citometria
de fluxo é utilizada para a caracterizagdo das células linféides clonais neoplasicas. Além
desta atuacdo, a citometria vem ganhando espaco na area clinica como: analise do
progndstico, monitoramento da doenca e selegdo de alvos para terapia. Este tipo de
imunofenotipagem tem a comprovacdo da utilidade no diagndstico de linfomas pela
puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) tendo uma especificade 87 — 100% e
sensibilidade de 80 — 97%, comprovados por estudos. Existe outras pesquisas que
mostram que a citometria de fluxo tem sido 6tima em relacdo a histopatologia e
imunohistoquimica. (SABAINI, 2010)
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