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RESUMO

Introdugao: A citometria de fluxo ¢ uma metodologia importante para o diagndstico das doencas linfoproliferativas cronicas de células B
(DLPCB), contudo, por vezes, o citometrista nio encontra subsidios suficientes para a definicio exata da entidade patoldgica envolvida.
Objetivo: Analisar os laudos emitidos a pacientes com doengas linfoproliferativas cronicas (DLPC) atendidos em um laboratdrio particular
de Belém-PA, segundo os critérios de classificacao estabelecidos pelos estudos de Matutes et al. e Craig ¢ Foon. Método: Estudo retrospectivo
com laudos de pacientes que realizaram imunofenotipagem por citometria de fluxo para diagndstico de DLPCB no periodo entre setembro
de 2015 a dezembro de 2019. Resultados: Depois de aplicados os critérios de Matutes et al. e Craig e Foon para os laudos analisados,
observou-se concordancia em: 45,24% casos de leucemia linfoide cronica de células B/linfoma linfocitico de pequenas células B; 14,29%
casos de linfoma folicular; 4,76% casos de leucemia de células pilosas; € 21,43% de casos definidos como “outras DLPCB nio classificdveis
por citometria de fluxo”. Entretanto, o teste de hipéteses de Hotelling (p=0,0409) mostrou haver diferenca estatistica para a definicao das
DLPCB segundo os critérios aplicados. Conclusao: Os resultados ressaltam que, mesmo sendo a citometria de fluxo importante para a
caracterizagio das DLPCB, por vezes, o citometrista necessita incluir no laudo a categoria “outras doencas linfoproliferativas cronicas de

células B nao classificadas por citometria de fluxo” para induzir o prescritor a solicitar mais exames complementares.

Palavras-chave: transtornos linfoproliferativos/diagndstico; imunofenotipagem; citometria de fluxo.

ABSTRACT

Introduction: Flow cytometry is an important methodology for the
diagnosis of chronic B-cell lymphoproliferative diseases (CBCLPD),
however, sometimes the cytometrist does not find sufficient elements for
the exact definition of the pathological entity involved. Objective: To
analyze the reports issued to patients with chronic lymphoproliferative
diseases (CLPD) tested at a private laboratory in Belém-PA, according to
the classification criteria established by the studies by Matutes et al. and
Craig and Foon. Method: Retrospective study with reports of patients
who underwent immunophenotyping by flow cytometry for the diagnosis
of CBCLPD from September 2015 to December 2019. Results: After
applying the criteria by Matutes et al. and Craig and Foon to the reports
analyzed, agreement was reached for 45.24% of the cases of chronic b-cell
lymphocytic leukemia/small B-cell lymphocytic lymphoma, 14.29% of
the cases of follicular lymphoma, 4.76% of the cases of hairy cell leukemia
and 21.43% of the cases defined as “other CBCLPDs not classifiable
by flow cytometry”. However, Hotelling’s hypothesis test (p=0.0409)
showed a statistical difference for the definition of CBCLPD according
to the criteria adopted. Conclusion: The results emphasize that even
though flow cytometry is important for the characterization of CBCLPD,
sometimes the cytometrist needs to include the category “other chronic
B-cell lymphoproliferative diseases not classified by flow cytometry” in the
report to induce the prescriber to request additional complementary exams.
Key words: lymphoproliferative disorders/diagnosis; immunophenotyping;
flow cytometry.

RESUMEN

Introduccién. La citometria de flujo es una metodologfa importante para
el diagnéstico de enfermedades linfoproliferativas crénicas de células B
(ELPCB), sin embargo, en ocasiones el citometrista no encuentra suficientes
subsidios para la definicién exacta de la entidad patoldgica involucrada.
Objetivo: Analizar los informes emitidos a pacientes con enfermedades
linfoproliferativas crénicas (ELPC) tratados en un laboratorio privado en
Belém-PA, de acuerdo con los criterios de clasificacién establecidos por los
estudios de Matutes et al. y Craig y Foon. Método: Retrospectivo con relatos
de pacientes que se sometieron a inmunofenotipificacién por citometria
de flujo para el diagnéstico de ELPC de septiembre de 2015 a diciembre
de 2019. Resultados: Tras aplicar los criterios de Matutes et al. y Craig y
Foon a los informes analizados, se observé concordancia en: 45,24% de
los casos de leucemia linfocitica crénica de células B/linfoma linfocitico
de células B pequenas; 14,29% casos de linfoma folicular; 4,76% casos de
leucemia de células peludas; y 21,43% de los casos definidos como “otros
ELPCB no clasificables por citometria de flujo”. Sin embargo, la prueba
de hipétesis de Hotelling (p=0,0409) mostré diferencia estadistica para la
definicién de ELPCB segtin los criterios aplicados. Conclusién: Nuestros
resultados enfatizan que si bien la citometria de flujo es importante para la
caracterizacion de ELPCB, en ocasiones el citometrista necesita incluir en
el informe la categorfa “otras enfermedades linfoproliferativas crénicas de
células B no clasificadas por citometria de flujo” para inducir al prescriptor
a solicitar mds exdmenes complementarios.

Palabras clave: trastornos linfoproliferativos/diagnéstico; inmunofenotipificacién;
citometrfa de flujo.
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INTRODUCAO

As doengas linfoproliferativas cronicas (DLPC) formam
um grupo heterogéneo de neoplasias malignas linfoides
de células B, T ou NK com comportamentos clinicos,
fatores patoldgicos e caracteristicas epidemioldgicas'?
bastante diferentes entre si. Entre elas, as DLPC de células
B (DLPCB) sio as mais frequentes e tém seus diagnésticos
iniciais realizados por citometria de fluxo, com amostras de
sangue periférico, sendo principalmente: leucemia linfoide
cronica de células B/linfoma de pequenas células B (LLC/
LLPCB); leucemia de células pilosas (LCP), também
chamada de tricoleucemia; linfoma de células do manto
(MCL); linfoma folicular (LF) e leucemia prolinfocitica
(LPL),

Segundo preconizado pela Organizacio Mundial
da Sadde (OMS)"?, o diagnéstico de DLPCB, com
repercussdo no sangue periférico, é feito em pacientes
que apresentam linfocitose persistente, mais do que 5
x 107 linfécitos/pL. de aspecto maduro no hemograma,
acompanhada ou nio de infiltragio da medula 6ssea,
adenomegalia ¢ hepatoesplenomegalia. A partir desses
achados, diversos métodos diagndsticos devem ser
aplicados nessa investigacio, como, por exemplo, bidpsia e
imuno-histoquimica da massa tumoral quando existente;
citogenética cldssica ou molecular; e, principalmente, a
avaliacdo imunofenotipica por citometria de fluxo dos
linfécitos do sangue periférico ou da medula 6ssea do
paciente. Porém, mesmo sendo essa metodologia simples,
rdpida, eficiente, menos invasiva por usar amostras de
sangue periférico e permitir a classificagio primdria da
entidade patolégica envolvida segundo a ontogenia
celular, o estdgio de maturagio e a expressio de antigenos
aberrantes®?, ainda assim, por vezes, o citometrista nio
encontra subsidios suficientes para a definicdo exata da
entidade patoldgica envolvida.

Nesse sentido, vdrios estudos na literatura>”%10-12
tém sugerido que os painéis para essa identificagio das
células B clonais maduras devem conter uma grande
quantidade de combinagoes de anticorpos monoclonais,
como, por exemplo, os anticorpos CD19, CD20, CD22,
CD79a, CD79b, CD43, Bcl2, Bcl6, CD10, CD5,
CD38, CD25, CD23, IgM, CD200, CD103, CDl11c,
além de anticorpos para as cadeias leves kappa e lambda
da imunoglobulina, contudo, somente apds aplicados
critérios de classificagio imunofenotipicas para as DLPCB,
como os estabelecidos pelos estudos de Matutes et al.” ¢
Craig e Foon'®, é possivel uma defini¢ao mais segura da
doenga em questio.

Os critérios de classificacio das DLPCB estabelecidos
por Matutes et al.’?, por exemplo, levam em consideragio
que a LLC/LLPCB ¢é a DLPCB de maior frequéncia em
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amostra de sangue periférico e, como tal, esses autores
avaliam a expressio de cinco marcadores imunofenotipicos
(CD5, CD23, FMC7, CD22 ou CD79b) para o
diagndstico diferencial entre a LLC/LLPCB e as demais
DLPCB. Para tanto, esses autores atribuem pontos de 0
a 1 conforme a intensidade e a expressao ou niao desses
antigenos em células B. Eles também consideram que
pode tratar-se de: LLC/LLPCB tipica quando a pontuagio
fica entre 4 ¢ 5 pontos; LLC/LLPCB atipica quando a
pontuacio fica em 3 pontos; e que se trata de outro tipo
de DLPCB quando a pontuagio fica entre 0 ¢ 2 pontos.

Segundo Craig e Foon', os critérios que devem
ser utilizados para classificar imunofenotipicamente as
DLPCB levam em consideragio a varia¢io na expressio
dos antigenos CD5 ¢ CD10 em células B maduras,
isto é, CD5+CD10-, CD5-CD10+, CD5+CD10+ ou
CD5-CD10-, em associagio com outros marcadores
citogenéticos e moleculares.

Assim, o presente estudo teve como objetivo analisar
os laudos emitidos a pacientes com DLPCB atendidos
em um laboratério particular de Belém-PA, segundo os
critérios de classificagio estabelecidos por Matutes et al.'?
e Craig e Foon'.

METODO

Estudo retrospectivo e analitico com dados de laudos
de pacientes provenientes de demanda espontinea ou apds
atendimento em um dos diversos hospitais oncolégicos,
publicos e privados, das cidades de Belém e Santarém,
e que realizaram exame de imunofenotipagem por
citometria de fluxo para diagnéstico inicial de DLPCB em
um laboratério particular que ¢é referéncia no diagnéstico
de leucemias agudas ¢ DLPC em Belém-PA, no periodo
de setembro de 2015 a dezembro de 2019.

Por se tratar de estudo sem contato direto dos
pesquisadores com os sujeitos da pesquisa e sem uso de
dados pessoais além de sexo e idade, os pesquisadores
comprometeram-se com a guarda e o sigilo dos dados
obtidos mediante assinatura de Termo de Responsabilidade
de Uso, Sigilo e Guarda de Dados junto 2 institui¢io
responsavel pela concessio dos dados. Situagio prevista
na Resolu¢io CNS n.0 466/20125.

Foram incluidos neste estudo laudos de pacientes
para diagndstico inicial de DLPCB. Além disso, foram
excluidos os laudos de pacientes com diagndstico de
DLPC de células T e/ou submetidos & pesquisa de doenca
residual minima para DLPCB.

Para a classificagao, definicio e emissio dos laudos
das DLPCB no referido laboratério, foram utilizados os
anticorpos CD19, CD10, CD20, CD5, CD23, CD79b,
CD22, CD38, FMC7, CD103, CD25, CD200, CD43,



IgM, antikappa e antilambda, e os critérios estabelecidos
por Matutes et al.>. E, posteriormente, esses laudos foram
reclassificados segundo os critérios estabelecidos por Craig
e Foon'4,

Foi realizada estatistica descritiva para a determinagao
da frequéncia de casos, e, ainda, o teste de hipdtese de
Hotelling para anilise comparativa dos dados. Tendo
sido adotada a hipdtese nula (HO) quando os critérios de
definicdo fossem capazes classificar as doengas de forma
igual, ¢ a hip6tese alternativa (H1) quando os critérios de
defini¢io nio fossem capazes de classificar as doencas de
forma igual. Sendo considerados significativos resultados

de p<0,05.

RESULTADOS

No periodo estabelecido para este estudo, foram
encontrados 54 laudos de DLPC diagnosticadas
utilizando-se imunofenotipagem por citometria de fluxo
dos linfécitos presentes em amostra de sangue periférico.
Destes, 12 laudos (22,2%) foram excluidos por tratarem
de amostras de pacientes em acompanhamento clinico
para DLPCB ou em diagnéstico de DLPC de células T.
Sendo incluidos apenas 42 laudos (77,8%) de DLPCB
diagnosticadas segundo os critérios de Matutes et al.”.

Do total amostral, 24 (57,14%) foram classificados
como LLC/LLPCB, seis (14,29%) como LF e dez casos
(23,81%) foram classificados como outras DLPCB
excluindo LLC/LLPCB, sem especificar qual a DLPCB
em questdo (Tabela 1).

Diante dos resultados iniciais para os 42 casos de
DLPCB definidas pelos critérios de Matutes et al.'?,
realizou-se entdo a andlise para classificacio das DLPCB
segundo os critérios de Craig e Foon'* na qual observou-
-se concordincia em: 19 casos (45,24%) de LLC/LLPCB;
seis casos (14,29%) de LF; dois casos (4,76%) classificados
de LCP e nove casos (21,43%) classificados como “outras
DLPCB nao classificdveis por citometria de fluxo”.

Andlise de Doencas Linfoproliferativas Cronicas B

Em seguida, pelos critérios de Craig e Foon', foram
analisados os laudos de DLPCB definidas pelos critérios
Matutes et al.® (Tabela 2) segundo o total de 3 ¢ 2 pontos
(10 de 42) e que inicialmente foram classificadas como
“outra DLPC de células B excluindo LLC/LLPCB”, sendo
um reclassificado como linfoma difuso de grandes células
B (LDGCB). Outros cinco casos inicialmente classificados
como LLC/LLPCB atipica pelos critérios de Matutes et
al.’3, depois de aplicados os critérios de Craig e Foon'4,
foram reclassificados como LE

Tabela 2. Distribuicdo dos casos de LLC/LLPC, LF e outras DLCP,
segundo os critérios de Matutes et al.'®, obtidos de um laboratério
particular de Belém-PA, de setembro de 2015 a dezembro de 2019

Classificacdo/ Matutes et al. Matutes et al.
Critérios 4-5 2-3
LLC/LLPCB 19 5
LF 3 3
LCP 0 2
Outra DLPCB 0 10

Legendas: LLC/LLPCB = leucemia linfoide cronica de células B/linfoma
linfocitico de pequenas células B; LF = linfoma folicular; LCP = leucemia de
células pilosas; Outras DLPCB = doengas linfoproliferativas cronicas de células B.

Em seguida, ainda para os dados da Tabela 1, foi
realizado o teste de hipéteses de Hotelling (T2) que
mostrou haver diferenca estatistica (p=0,0409) para a
defini¢ao das DLPCB quando sio aplicados os critérios de
Matutes et al.”® e Craig e Foon'4, isto ¢, isoladamente esses
critérios nao sio capazes de classificar as vérias entidades

que compdem as DLPCB de forma igual.

DISCUSSAO

Segundo a OMS'?, o diagnéstico de DLPCB com
repercussdo no sangue periférico deve ser estabelecido
pela conjuncio de dados clinicos, morfoldgicos,
imunofenotipicos ou imuno-histoquimicos, moleculares

Tabela 1. Distribuicéo do total de casos de DLPCB diagnosticadas segundo os critérios de Matutes et al.'®, de Craig e Foon'#, ou segundo a
concordancia entre ambos, em um laboratério particular de Belém-PA, de setembro de 2015 a dezembro de 2019

Classificacéo/ Matutes et al. . Concordéncia entre TOTAL TOTAL
. Craig e Foon (C) .

Critérios (A) os critérios (B) (A + B) (C + B)
LLC/LLPCB 4 0 20 24 20
LF 0 5 6 11
LCP 0 0 2 2 2
LDGCB 0 1 0
Outras DLPCB 10 8 0 10 8

TOTAL (A + B) 42 42

Legendas: LLC/LLPCB = leucemia linfoide cronica de células B/linfoma linfocitico de pequenas células B; LF = linfoma folicular; LCP = leucemia de células pilosas;
LDGCB = linfoma difuso de grandes células B; Outras DLPCB = doenga linfoproliferativa cronica de células B.
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e citogenéticos do paciente. Contudo, por vezes, diante da
suspeita inicial de DLPC, o primeiro exame a ser realizado
para confirmacdo diagndstica é a imunofenotipagem
por citometria de fluxo dos linfécitos do sangue
periférico”®1%12,

Para tanto, muitos avangos tecnoldgicos, como a
constru¢io de novos citdmetros de fluxo e a inclusio de
novos anticorpos para compor os painéis de definicao
imunofenotipica das DLPCB, tém sido implantados nos
tultimos anos com o objetivo de aumentar a acuracidade
do diagndstico dessas doencas. Ainda assim, por vezes, o
citometrista ndo encontra subsidios suficientes nesse estdgio
do diagndstico para a definicdo exata de todas as DLPCB.

Tentando reduzir essas incertezas, Matutes et al.’?,
em 1994, foram os primeiros a propor um sistema de
pontuagio baseado na avaliagio de cinco pardmetros de
imunofenotipagem para o diagnéstico diferencial da LLC/
LLPCB das demais DLPCB. Para tanto, esses autores
usaram como base a intensidade de expressdo em linfdcitos
B para os antigenos: CD5, CD23, FMC7, CD22 ou
CD79b e a intensidade de marcagio para cadeias leves
de imunoglobulina. De modo que, para esses autores, as
pontuacdes de 4 a 5 caracterizavam a LLC/LLPCB tipica,
até 3 pontos definiam as LLC/LLPCB atipicas, e entre 0 e
2 pontos excluiria o diagndstico de LLC/LLPCB.

Essa classificagao mostra-se satisfatdria para a definicao
das LLC/LLPCB com escores de 4 e 5 pontos, contudo,
os problemas de classificagdo desse método surgem
para os casos em que a pontuagio é 3 para células B
que nio expressam os antigenos IgM, CD5 e CD23,
ou que apresentam expressio forte e/ou moderada para
os antigenos CD20, CD22 ¢ CD79b>7!12. Assim, em
2008, Craig e Foon'* propuseram um novo sistema de
classificagao imunofenotipica para as vdrias DLPC de
células B e T, em que, para as DLPCB, o critério a ser
adotado baseava-se na variagio de expressio dos antigenos
CD5 e CD10 em células B maduras.

No presente estudo, observou-se que os critérios de
Matutes et al.” e Craig e Foon' mostraram-se muito
eficientes para a definigio da LLC/LLPCB. Contudo,
para as DLPCB com escore de 3 pontos pelos critérios
de Matutes et al.'? e, em 21,43% dos casos (9 de 42) de
DLPCSB reclassificados pelos critérios de Craig e Foon',
essas classificacbes mostraram-se falhas ou com baixa
precisao. Exigindo, assim, que o citometrista necessite de
outros resultados complementares, como os exames de
biologia molecular e citogenética, que nem sempre estio
disponiveis no momento da confec¢io do laudo.

Botecher et al.? sugerem em seus estudos que, diante
dessa dificuldade, é necessdrio que o citometrista inclua em
seus laudos, quando necessdrio, a categoria DLPCB “nao
classificada” que é de grande utilidade clinica, pois informa
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a0 prescritor sobre a necessidade de testes auxiliares de
histologia, citogenética e/ou biologia molecular para o
diagnéstico final da DLPCB em questéo.

Bezerra et al.'® e Boyd et al.%, por sua vez, discutem

7

que, em varias situagdes, é somente pcla associag¢io
dos resultados da citometria de fluxo com os achados
histopatolégicos, imuno-histoquimicos e moleculares que
¢ possivel diagnosticar e diferenciar processos reacionais
de neoplasias ¢, ainda, subclassificar as varias DLPCB.
Neste estudo, ficou evidente que o uso do termo
“outras doencas linfoproliferativas cronicas excluindo
leucemia linfoide cronica de células B/linfoma linfocitico
de pequenas células B” nos laudos orientou o médico-
-assistente do paciente a solicitar exames laboratoriais
complementares para o fechamento diagnéstico. E ainda
que, para o diagnéstico da LLC/LLPCB, os critérios de
Matutes et al."? possam ser utilizados para os escores 4 ¢
5 pontos, contudo, para os escores iguais ou inferiores
a 3 pontos, recomenda-se o uso dos critérios propostos
por Craig e Foon'
atual>*17,

, conforme ¢ sugerido na literatura

CONCLUSAO

Os resultados ressaltam que mesmo sendo a citometria
de fluxo uma metodologia importante para a caracterizagio
imunofenotipica das DLPCB, ainda assim, nio é suficiente
para definir com precisio todas as entidades patoldgicas
que caracterizam essas doengas. Portanto, sugere-se que o
citometrista, sempre que necessario, inclua em seu laudo
outra categoria diagndstica assim descrita: “outras doencas
linfoproliferativas cronicas de células B nao classificadas
por citometria de fluxo”.
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