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RESUMO 

 

O linfoma não-Hodgkin (LNH) é a neoplasia hematológica mais comum no mundo e 

rotineiramente, a biópsia de medula óssea é realizada para adequado estadiamento 

tumoral. Novas técnicas têm sido estudadas para permitir uma identificação mais rápida da 

doença, como a imunofenotipagem por citometria de fluxo (ICF). Em relação ao sangue 

periférico, até o presente momento não existe um consenso sobre a realização da ICF e 

não se sabe o seu real valor para o diagnóstico e estadiamento dos LNH. Diante disso, 

analisamos se é possível identificar a presença de células neoplásicas circulantes no 

sangue periférico de pacientes com LNH por meio da ICF, bem como comparamos os 

achados com o estadiamento inicial pela biópsia de medula óssea. Nove amostras foram 

analisadas utilizando-se um painel de anticorpos monoclonais direcionado ao estudo de 

doenças linfoproliferativas crônicas de células B. Gates sequenciais foram analisados e os 

resultados comparados com a avaliação histológica da medula óssea. Dos nove casos 

analisados, três foram discordantes com o resultado anatomopatológico de medula óssea 

no exame de estadiamento, sendo a biópsia negativa para infiltração para LNH enquanto a 

ICF foi positiva. Estes casos apresentavam baixa carga tumoral, que pode justificar a 

discordância. A imunofenotipagem por citometria de fluxo vem sendo estudada para o 

diagnóstico, estadiamento e seguimento de pacientes portadores de LNH. A utilização de 

sangue periférico como material para o estadiamento nos LNH é factível, apresenta uma 

boa sensibilidade, sobretudo para análise de pequenas populações neoplásicas, além de 

ser uma amostra de fácil obtenção. 

 

Palavras-chave: Linfoma não-Hodgkin, citometria de fluxo, técnicas e procedimentos 

diagnósticos, sangue periférico. 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Non-Hodgkin lymphoma (NHL) is the most common hematological neoplasm in the world, 

and bone marrow biopsy is routinely performed for proper tumor staging. New techniques 

have been studied to allow faster identification of the disease, such as flow cytometry 

immunophenotyping (FCI). In relation to peripheral blood, to date there is no consensus on 

the performance of FCI. The real value of the FCI in peripheral blood for the diagnosis and 

staging of NHL is not known. Therefore, we analyzed whether it is possible to identify the 

presence of circulating neoplastic cells in peripheral blood of patients with NHL through the 

ICF, as well as we compared the findings with the initial staging by bone marrow biopsy. 

Nine samples were analyzed using a panel of monoclonal antibodies aimed at the study of 

chronic b-cell lymphoproliferative diseases. Sequential gates were analyzed and the results 

compared with the histological evaluation of the bone marrow. Of the nine cases analyzed, 

three were in disagreement with the pathological bone marrow result on the staging 

examination, and the biopsy was negative for infiltration into NHL while the ICF was positive. 

These cases presented low tumor load, which may justify disagreement. Flow cytometry 

immunophenotyping has been studied for the diagnosis, staging and follow-up of patients 

with NHL. The use of peripheral blood as a material for staging in NHL is feasible, presents 

a good sensitivity, especially for the analysis of small neoplastic populations, besides being 

an easy sample to obtain. 

 

Keywords: Non-Hodgkin lymphoma, flow cytometry, diagnostic techniques and 

procedures, peripheral blood. 
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1. INTRODUÇÃO 1 

 2 

 As neoplasias hematológicas, são proliferações clonais anormais originadas das 3 

células do sangue periférico, da medula óssea ou do sistema linfático. Nos Estados Unidos, 4 

foi estimado para o ano de 2018, 174.250 pessoas diagnosticadas com neoplasias 5 

hematológicas, sendo aproximadamente 48% com linfoma, 35% com leucemia e 18% com 6 

mieloma múltiplo (LEUKEMIA AND LYMPHOMA SOCIETY, 2019).  7 

 O linfoma não-Hodgkin (LNH) é a malignidade hematológica mais comum no mundo, 8 

correspondendo a aproximadamente 5,1% de todos os cânceres (BOFFETTA, 2011). Para 9 

o Brasil, dados do Instituto Nacional do Câncer mostram a ocorrência de 10.180 novos 10 

casos no ano de 2018 (INCA, 2019).  11 

 O aumento da expectativa de vida da população traz consigo uma maior incidência 12 

de doenças neoplásicas pois muitas destas se correlacionam com alterações citogenéticas 13 

e moleculares adquiridas no processo de envelhecimento. Assim, métodos de diagnóstico, 14 

tratamento e monitorização de doenças oncológicas mais eficazes e pouco invasivos estão 15 

cada vez mais sendo alvos de pesquisas.   16 

 Atualmente, os LNH têm seu diagnóstico confirmado a partir do exame 17 

anatomopatológico convencional acrescido de estudo imunohistoquímico do tecido 18 

acometido. Recomenda-se para esse fim uma biópsia incisional ou excisional do 19 

linfonodo/tecido acometido ao invés de biópsia aspirativa por agulha fina (CHESON, 2014). 20 

Novas técnicas também têm sido estudadas para permitir uma identificação mais rápida da 21 

doença, como a imunofenotipagem por citometria de fluxo (ICF) desses tecidos. 22 

 Até o presente momento não existe um consenso sobre a realização da ICF em 23 

sangue periférico e não se sabe o seu real valor para o diagnóstico e estadiamento dos 24 

LNH. A biópsia de medula óssea ainda é utilizada como método de escolha para avaliação 25 

do comprometimento medular por linfomas. No entanto, este é um material nem sempre de 26 

fácil obtenção. De acordo com a Classificação de Lugano (CHESON, 2014), a realização 27 

da tomografia computadorizada por emissão de pósitron (PET-CT) pode substituir a 28 

realização da biópsia de medula óssea para estadiamento de linfoma de Hodgkin e de LNH 29 

difuso de grandes células B, porém nos demais subtipos de linfoma ainda há a 30 

recomendação de realização da biópsia de medula óssea com imunohistoquímica e/ou ICF. 31 

Há de se pontuar ainda que, no Brasil, o PET-CT não está facilmente disponível em todos 32 

os serviços. 33 



 

 Diante disso, o presente estudo busca identificar a presença de células de LNH 34 

(excluindo casos de leucemia linfoide crônica) circulantes em sangue periférico, no 35 

momento do diagnóstico, com o objetivo de estadiamento tumoral. Busca-se também a 36 

identificação de células neoplásicas circulantes durante e ao final do tratamento, com o 37 

objetivo de predizer melhores taxas de cura e menores taxas de recaída. 38 

   39 

 1.1. Revisão da Literatura 40 

 41 

  1.1.1. Linfomas não-Hodgkin (LNH) 42 

  43 

 Os LNH são as neoplasias hematológicas mais comuns no mundo e podem ser 44 

derivados de células hematopoéticas de origem B, T ou Natural Killer (NK). Consistem em 45 

mais de 40 subtipos maiores com distintas características clínicas, genéticas e morfológicas 46 

(CHIHARA et al., 2015).  47 

 As neoplasias de células B podem mimetizar vários estágios da diferenciação B 48 

normal e a semelhança aos estágios normais é a principal base para sua classificação e 49 

nomenclatura. Além disso, muitas neoplasias de células B maduras apresentam 50 

anormalidades genéticas que são importantes para determinar suas características 51 

biológicas assim como auxiliam na determinação de diagnósticos diferenciais.  52 

 Dentre as neoplasias linfoides, mais de 90% são constituídas por linfomas de células 53 

B (SWERDLOW et al., 2017). De acordo com dados do Projeto de Classificação dos LNH, 54 

os subtipos de LNH de células B mais frequentes em adultos são Difuso de Grandes Células 55 

B (37%), Linfoma Folicular (29%), Linfoma Linfocítico/ Leucemia Linfoide Crônica (12%), 56 

Linfoma MALT (9%), Linfoma de Células do Manto (7%) (PERRY et al., 2016). 57 

  58 

  1.1.2. Diagnóstico de LNH  59 

 60 

 Classicamente, os LNH têm seu diagnóstico confirmado a partir do exame 61 

anatomopatológico convencional acrescido de estudo imunohistoquímico do tecido 62 

acometido. Nenhum marcador antigênico é específico para qualquer neoplasia linfoide e 63 

uma combinação de características morfológicas com um painel de anticorpos é necessária 64 

para definir o diagnóstico correto (SWERDLOW et al., 2017). 65 

 A citologia por agulha fina pode auxiliar no diagnóstico de LNH, mas características 66 

citológicas por si só não são suficientes para diagnosticar e classificar a doença, e técnicas 67 



 

adicionais são necessárias. Além disso, há uma ampla variação de sensibilidade 68 

diagnóstica e especificidade (CAFFERTY et al., 1990; DAS et al., 1990; STASTNY et al., 69 

1995; PUTTAGUNTA et al., 1998). Técnicas como a citometria de fluxo permite a avaliação 70 

dos antígenos das células linfoides B, T e NK, a avaliação da clonalidade das cadeias leves 71 

de imunoglobulina no caso de células B, e das famílias TCRvβ no caso de células T, bem 72 

como a avaliação simultânea de vários antígenos de superfície, fornecendo dados objetivos 73 

e semi-quantitativos, mesmo em amostras contendo poucas células (CRAIG e FOON, 74 

2008).  75 

 A ICF tem como vantagem a sua capacidade de conseguir trabalhar com amostras 76 

com baixa celularidade, de analisar múltiplos parâmetros em uma única célula e de avaliar 77 

intensidades de fluorescências, o que facilita na diferenciação entre populações 78 

neoplásicas e populações reativas (BARROCA e MARQUES, 2016).  79 

 A ICF a partir do sangue periférico já é amplamente utilizada para o diagnóstico de 80 

algumas entidades clínicas como, por exemplo: leucemia linfocítica crônica / linfocitoses 81 

monoclonais, síndrome linfoproliferativa autoimune, triagem de imunodeficiências 82 

primárias, leucemias agudas com leucocitose e hemoglobinúria paroxística noturna. 83 

Atualmente, a utilização desta técnica para o diagnóstico de linfomas não está bem definida. 84 

Entretanto, sabe-se que alguns subtipos de LNH como o folicular e o linfoma de células do 85 

manto, apresentam com frequência células circulantes e por isso tem sido alvo de estudos, 86 

especialmente quanto à monitorização da doença, podendo também ser útil para o 87 

diagnóstico inicial (GALIMBERTI et al., 2015; COWAN et al., 2016). 88 

  89 

  1.1.3. Monitorização de tratamento dos LNH  90 

 91 

 Os LNH apresentam comportamento clínico heterogêneo de acordo com seu subtipo 92 

e com opções terapêuticas também variáveis. Algumas vezes, o objetivo terapêutico é 93 

curativo, mas outras vezes o objetivo é alcançar remissões prolongadas com a menor 94 

toxicidade possível ao paciente. A identificação de doença refratária ou recaída, muitas 95 

vezes é o gatilho para que se intensifique ou reinicie uma terapia antineoplásica e a 96 

determinação atual de recaída ou refratariedade é baseada em avaliações por imagem e 97 

clínicas, nem sempre muito específicas (CHASE e ARMAND, 2018). 98 

 A avaliação de doença residual mensurável (DRM) é uma maneira eficaz de 99 

monitorização de algumas doenças onco-hematológicas, sendo necessária para 100 

intensificação de tratamento em pacientes de alto risco ou intervenção precoce naqueles 101 



 

com risco de recaída. Métodos de reação em cadeia de polimerase quantitativo em tempo 102 

real (RT-qPCR)  103 

e nova geração de sequenciamento (NGS) estão sendo estudadas em LNH com resultados 104 

promissores (HERRERA e ARMAND, 2017; CHASE e ARMAND, 2018).  Em 2016, o Grupo 105 

Europeu em Linfoma de Células do Manto publicou um estudo comparando a RT-qPCR e 106 

a ICF em amostras de sangue periférico e/ou medula óssea de pacientes com diagnóstico 107 

de linfoma de células do manto (LCM). Os pesquisadores consideraram como corte de 108 

positividade para DRM por ICF valores maiores que 0,01% de células neoplásicas, com um 109 

único tubo de 8 cores utilizando 10 anticorpos monoclonais. Os resultados demonstraram 110 

que a RT-qPCR tem maior sensibilidade na detecção de DRM, mas a ICF tem maior 111 

relevância clínica no manejo individual dos pacientes, pois apresentou menor tempo de 112 

transição de DRM negativa para positiva, sendo este um dado relevante para tomada de 113 

decisão terapêutica, demonstrando assim a grande importância deste método de 114 

monitorização (CHEMINANT et al., 2016). 115 

 Linfomas indolentes são alvos frequentes de estudo para avaliação de DRM devido 116 

à alta incidência de recaída. Há demonstração de que a monitorização da DRM pode ser 117 

útil para começar uma terapia preemptiva e atrasar a recaída clínica ou para evitar a terapia 118 

de manutenção em pacientes com muito baixo risco de recaída (GALIMBERTI et al., 2015). 119 

Além disso, a monitorização de DRM auxilia na determinação de sobrevida global nos 120 

diferentes subgrupos de LNH. 121 

 122 

 1.2. Justificativa 123 

  124 

 A utilização de sangue periférico como material para análise, constitui-se em medida 125 

útil para o estadiamento dos LNH pois trata-se de amostra de fácil obtenção. Entretanto, 126 

até o presente momento não existe um consenso sobre a realização da ICF em sangue 127 

periférico e não se sabe o seu real valor seja para o diagnóstico ou para o estadiamento 128 

dos LNH.  129 

  Assim, a realização desta pesquisa irá auxiliar a determinar o alcance da detecção 130 

de células neoplásicas no sangue periférico de pacientes com LNH, comparando estes 131 

achados com a análise imunohistoquímica das células em tecidos biopsiados. Com isso, 132 

será possível definir um método rápido e pouco invasivo para o estadiamento.  133 



 

2. OBJETIVOS 134 

 135 

 2.1. Objetivo geral 136 

Determinar a presença de células neoplásicas circulantes no sangue periférico em 137 

pacientes com linfoma não-Hodgkin. 138 

 139 

 2.2. Objetivos específicos 140 

 141 

1. Identificar e quantificar células neoplásicas no sangue periférico de pacientes com 142 

linfoma não-Hodgkin no momento do diagnóstico, durante e ao final do tratamento 143 

quimioterápico. 144 

2. Correlacionar o número de células neoplásicas encontradas no sangue periférico durante 145 

e ao final do tratamento com a resposta terapêutica146 



 

3. RESULTADOS 147 

ARTIGO 148 

Título: Identificação de células neoplásicas no sangue periférico por citometria de 149 

fluxo em pacientes com linfoma não-Hodgkin de células B 150 

 151 

  152 



 

 153 



 

 154 



 

 155 



 

 156 



 

 157 



 

 158 



 

 159 



 

 160 

 161 

 162 

 163 

 164 

 165 



 

 166 



 

 167 

 168 

 169 

 170 



 

 171 

 172 

 173 

 174 



 

4. COMENTÁRIOS OU CONSIDERAÇÕES FINAIS 175 

 176 

Havia uma expectativa de que alcançaríamos um número de amostras mais 177 

proeminente para o desenvolvimento deste trabalho, ao menos o dobro do que 178 

relatamos aqui. Além do número menor que o esperado, nos deparamos com a trágica 179 

pandemia trazida pelo SARS-Cov-2, que modificou nossa rotina de trabalho, inclusive 180 

o trabalho presencial no laboratório de pesquisa por um período de tempo. Isso nos 181 

impediu de trabalhar com amostras “à fresco”, o que pode levar a uma perda de 182 

viabilidade celular na análise das amostras por ICF. Apesar disso, acreditamos que 183 

os resultados aqui obtidos têm a sua importância. Existem ainda poucos estudos 184 

publicados que analisam o sangue periférico como material utilizado para diagnóstico, 185 

estadiamento e seguimento de pacientes portadores de LNH e os trabalhos que 186 

existem não são definitivos, mas trazem resultados promissores. 187 

  188 



 

5. CONCLUSÃO 189 

  190 

A análise de sangue periférico por ICF para o estadiamento de LNH mostra-se 191 

um método confiável e promissor por tratar-se de amostra de fácil obtenção e com 192 

resultados rápidos. Neste trabalho houve discordância em 3 dos 9 casos analisados 193 

quando comparamos com biópsia de medula óssea. Estes casos discordante 194 

mostraram-se positivos para neoplasia na ICF e negativos na biópsia de medula 195 

óssea, sendo ainda observado nestes 3 casos infiltração por pequena população 196 

tumoral, sugerindo que a ICF é uma técnica mais sensível. Estes resultados vem em 197 

concordância com dados publicados na literatura médica.  198 

Nos momentos de meio e final de tratamento, observamos uma depleção de 199 

células B nas amostras do sangue periférico, sugerindo quimiossensibilidade das 200 

mesmas e corroborando com o status de remissão tumoral observada nos casos que 201 

foram analisados nestes momentos. Além disso, o seguimento destes pacientes a 202 

longo prazo pode trazer informações relevantes no que diz respeito à pesquisa de 203 

DRM. Necessário se faz que estudos mais robustos sigam nessa direção, a fim de 204 

que em um futuro próximo, essa estratégia possa ser utilizada na prática clínica. 205 

  206 
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