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RESUMEN

Introduccién. La citometria de flujo es una metodologia importante para el diagnéstico de enfermedades linfoproliferativas crénicas
de células B (ELPCB), sin embargo, en ocasiones el citometrista no encuentra suficiente sustento 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 pequefias; 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 segtn los criterios aplicados. Conclusién: Nuestros resultados enfatizan que si
bien la citometria de flujo es importante para la caracterizacién de ELPCB, en ocasiones el citometrista necesita incluir en el informe la
categoria “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; inmunofenotipificacion; citometria de flujo.

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.

RESUMO

Introdugao: A citometria de fluxo ¢ uma metodologia importante para o
diagndstico das doengas linfoproliferativas cronicas de células B (DLPCB),
contudo, por vezes, o citometrista nio encontra subsidios suficientes para
a defini¢ao exata da entidade patoldgica envolvida. Objetivo: Analisar os
laudos emitidos a pacientes com doengas linfoproliferativas cronicas (DLPC)
atendidos em um laboratério particular de Belém-PA, segundo os critérios
de classificagio estabelecidos pelos estudos de Matutes et al. e Craig e Foon.
Método: Estudo retrospectivo com laudos de pacientes que realizaram
imunofenotipagem por citometria de fluxo para diagnéstico 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 concordincia 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; e 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 diferenga estatistica para a defini¢io das DLPCB segundo os
critérios aplicados. Conclusao: Os resultados ressaltam que, mesmo sendo
a citometria de fluxo importante para a caracterizacio das DLPCB, por
vezes, 0 citometrista necessita incluir no laudo a categoria “outras doengas
linfoproliferativas cronicas de células B no classificadas por citometria de
fluxo” para induzir o prescritor a solicitar mais exames complementares.
Palavras-chave: transtornos linfoproliferativos/diagndstico; imunofenotipagem;
citometria de fluxo.
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INTRODUCCION

Las enfermedades linfoproliferativas crénicas (ELPC)
conforman un grupo heterogéneo de neoplasias malignas
linfociticas de células B, T o NK con comportamientos
clinicos, factores patolégicos y caracteristicas
epidemiolégicas’? muy diferentes entre si. Entre ellas,
las ELPC de células B (ELPCB) son las més frecuentes y
tienen sus diagndsticos iniciales realizados por citometria
de flujo, con muestras de sangre periférica, siendo
principalmente: leucemia linfocitica crénica de células B/
linfoma de pequefas células B (LLC/LLPCB); leucemia de
células peludas (LCP), también llamada de tricoleucemia;
linfoma de células del manto (LCM); linfoma folicular
(LF) y leucemia prolinfocitica (LPL)™.

Segin lo que recomienda la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS)", el diagnéstico de ELPCB, con
repercusién en la sangre periférica, se hace en pacientes
que presentan linfocitosis persistente, mds de 5 x 10°
linfocitos/pL de aspecto maduro en el hemograma,
acompanada o no de infiltracién de la medula 6sea,
adenomegalia y hepatoesplenomegalia. A partir de estos
hallazgos, diversos métodos diagnésticos deben ser
aplicados en esta investigacién, como, por ejemplo, biopsia
e inmunohistoquimica de la masa tumoral cuando esta
exista; citogenética cldsica o molecular; y, principalmente,
la evaluacién inmunofenotipo por citometria de flujo de
los linfocitos de la sangre periférica o de la medula dsea
del paciente. Sin embargo, aunque esta metodologia sea
simple, rdpida, eficiente, menos invasiva por usar muestras
de sangre periférica y permitir la clasificacién primaria
de la entidad patoldgica involucrada segin la ontogenia
celular, la fase de maduracién y la expresién de antigenos
aberrantes®?, a veces, el citometrista no encuentra sustento
suficiente para la definicién exacta de la entidad patolégica
involucrada.

De esta manera, diversos estudios en la literatura®”%1%-12
han sugerido que los paneles para esta identificacién de
las células B clonales maduras deben contener una gran
cantidad de combinaciones de anticuerpos monoclonales,
como, por ¢jemplo, los anticuerpos CD19, CD20, CD22,
CD79a, CD79b, CD43, Bcl2, Bcl6, CD10, CD5, CD38,
CD25, CD23,IgM, CD200, CD103, CD11c, ademds de
anticuerpos para las cadenas ligeras kappa y lambda de la
inmunoglobina; sin embargo, solo después de aplicados los
criterios de clasificacién inmunofenotipo para las ELPCB,
como son los establecidos por los estudios de Matutes et
al.’y Craigy Foon'4, es posible una definicién mds segura
de la enfermedad en cuestién.

Los criterios de clasificacidon de las ELPCB establecidos
por Matutes et al."’, por ejemplo, toman en cuenta que
la LLC/LLPCB es la ELPCB de mayor frecuencia en
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muestra de sangre periférica y, asi, estos autores evaltan
la expresion de cinco marcadores inmunofenotipo (CD5,
CD23, FMC7, CD22 o CD79b) para el diagnéstico
diferencial entre la LLC/LLPCB y las demds ELPCB.
Para esto, los autores otorgan puntaje de 0 a 1 conforme
con la intensidad y la expresién o no de estos antigenos
en células B. Ellos también consideran que puede tratarse
de: LLC/LLPCB tipica cuando la calificacién estd entre
4y 5 puntos; LLC/LLPCB atipica cuando la calificaciéon
estd en 3 puntos; y que se trata de otro tipo de ELPCB
cuando el puntaje estd entre 0 y 2 puntos.

Segin Craig y Foon', los criterios que deben ser
usados para clasificar inmunofenotipicamente las ELPCB
toman en cuenta la variacién en la expresién de los
antigenos CD5 y CD10 en células B maduras, es decir,
CD5+CD10-, CD5-CD10+, CD5+CD10+ o CD5-
CD10-, en asociacién con otros marcadores citogenéticos
y moleculares.

De esta forma, el presente estudio tuvo como objetivo
analizar los informes emitidos a pacientes con ELPCB
atendidos en un laboratorio particular de Belém-PA, de
acuerdo con los criterios de clasificacién establecidos por
Matutes et al.”® y Craig y Foon'.

METODO

Estudio retrospectivo y analitico con datos de informes
de pacientes provenientes de demanda espontdnea o
luego de la atencién en uno de los diversos hospitales
oncoldgicos, publicos y privados, de las ciudades
de Belém y Santarém, y que realizaron examen de
inmunofenotipificacién por citometria de flujo para
diagnéstico inicial de ELPCB en un laboratorio particular
que es referencia en el diagnéstico de leucemias agudas y
ELPC en Belém-PA, en el periodo de setiembre de 2015
a diciembre de 2019.

Al tratarse de un estudio sin contacto directo de los
investigadores con los sujetos de la investigacién y sin
el uso de datos personales mds alld de sexo y edad, los
investigadores se comprometieron con la custodia y el
sigilo de los datos obtenidos por medio de la firma del
Término de Responsabilidad de Uso, Sigilo y Custodia
de Datos con la institucién responsable por la concesién
de los datos. Estd situacion estd prevista en la Resolucién
CNS n.° 466/2012"°.

Han sido incluidos en este estudio informes de los
pacientes para diagnéstico inicial de ELPCB. Asimismo,
han sido excluidos los informes de pacientes con diagnéstico
de ELPC de células T y/o sometidos a la investigacién de
enfermedad residual minima para ELPCB.

Para la clasificacién, definicién y emisién de los
informes de las ELPCB en el referido laboratorio, fueron



utilizados los anticuerpos CD19, CD10, CD20, CD5,
CD23, CD79b, CD22, CD38, FMC7, CD103, CD25,
CD200, CD43, IgM, antikappa y antilambda, y los
criterios establecidos por Matutes et al."’. Posteriormente,
estos informes fueron reclasificados segin los criterios
establecidos por Craig y Foon'“.

Se realizé estadistica descriptiva para la determinacién
de la frecuencia de casos y ademds la prueba de hipdtesis
de Hotelling para el andlisis comparativo de los datos;
habiendo sido adoptada la hipétesis nula (HO) cuando
los criterios de definicién fuesen capaces de clasificar las
enfermedades de forma igual, y la hipétesis alternativa
(H1) cuando los criterios de definicién no fuesen capaces
de clasificar las enfermedades de la misma manera. Fueron
considerados significativos resultados de p<0,05.

RESULTADOS

En el periodo establecido para este estudio, fueron
encontrados 54 informes de ELPC diagnosticadas
utilizando inmunofenotipicacién por citometria de flujo
de los linfocitos presentes en muestra de sangre periférica.
De estos, 12 informes (22,2%) fueron excluidos por
tratarse de muestras de pacientes en seguimiento clinico
para ELPCB o en diagnéstico de ELPC de células T.
Siendo incluidos entonces solo 42 informes (77,8%) de
ELPCB diagnosticadas de acuerdo con los criterios de
Matutes et al.'3.

Del total de la muestra, 24 (57,14%) fueron
clasificados como LLC/LLPCB, seis (14,29%) como
LF y diez casos (23,81%) fueron clasificados como otras
ELPCB excluyendo LLC/LLPCB, sin precisar cudl fue la
ELPCB en cuestién (Tabla 1).

Frente a los resultados iniciales para los 42 casos de
ELPCB definidas por los criterios de Matutes et al.’?,
se realizd entonces el andlisis para la clasificacién de las
ELPCB segtin los criterios de Craig y Foon' en el cual
se observé concordancia en: 19 casos (45,24%) de LLC/

Andlisis de Enfermedades Linfoproliferativas Crénicas B

LLPCB; seis casos (14,29%) de LF; dos casos (4,76%)
clasificados de LCP y nueve casos (21,43%) clasificados
como “otras ELPCB no clasificables por citometria de
flujo”.

Luego, usando los criterios de Craig y Foon'?, fueron
analizados los informes de ELPCB definidos por los
criterios Matutes et al." (Tabla 2) segtin el total de 3 y 2
puntos (10 de 42) y que inicialmente fueron clasificadas
como “otra ELPC de células B excluyendo LLC/LLPCB”,
siendo uno reclasificado como linfoma difuso de grandes
células B (LDGCB). Otros cinco casos inicialmente
clasificados como LLC/LLPCB atipica por los criterios
de Matutes et al."?, fueron reclasificados como LF luego
de ser aplicados los criterios de Craig y Foon'.

Tabla 2. Distribucién de los casos de LLC/LLPC, LF y otras ELPC,
segln los criterios de Matutes et al.'3, obtenidos de un laboratorio
particular de Belém-PA, de setiembre de 2015 a diciembre de 2019

Clasificacion/  Matutes et al. Matutes et al.
Criterios 4-5 2-3
LLC/LLPCB 19 5
LF 3 3
LCP 0 2
Otra ELPCB 0 10

Leyendas: LLC/LLPCB = leucemia linfocitica crénica de células B/linfoma
linfocitico de pequefias células B; LF = linfoma folicular; LCP = leucemia
de células peludas; Otras ELPCB = enfermedad linfoproliferativa crénica de
células B.

Después, atn para los datos de la Tabla 1, fue realizada
la prueba de hipétesis de Hotelling (T2) que mostré haber
diferencia estadistica (p=0,0409) para la definicién de las
ELPCB cuando son aplicados los criterios de Matutes et
al.” y Craigy Foon', es decir, aisladamente estos criterios
no son capaces de clasificar las diversas entidades que
componen las ELPCB de forma igual.

Tabla 1. Distribucién del total de casos de ELPCB diagnosticadas segin los criterios de Matutes et al.'®, de Craig y Foon', o segin la
concordancia entre ambos, en un laboratorio particular de Belém-PA, de setiembre de 2015 a diciembre de 2019

Clasificacién/ Matutes et al. . Concordancia entre TOTAL(A TOTAL (C
. Craig y Foon (C) .
Criterios (A) los criterios (B) + B) + B)

LLC/LLPCB 4 0 20 24 20
LF 0 5 6 11
LCP 0 0 2 2 2
LDGCB 0 1 0
Otras ELPCB 10 8 0 10 8

TOTAL (A + B) 42 42

Leyendas: LLC/LLPCB = leucemia linfocitica crénica de células B/linfoma linfocitico de pequefias células B; LF = linfoma folicular; LCP = leucemia de células
peludas; LDGCB = linfoma difuso de células B grandes; Otras ELPCB = enfermedad linfoproliferativa crénica de células B.
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DISCUSION

Segin la OMS'?, el diagnéstico de ELPCB con
repercusién en la sangre periférica debe ser establecido
por la conjuncién de datos clinicos, morfoldgicos,
inmunofenotipos o inmunohistoquimicos, moleculares
y citogenéticos del paciente. Sin embargo, a veces,
frente a la sospecha inicial de ELPC, el primer examen
a ser realizado para la confirmacién del diagndstico es la
inmunofenotipificacidén por citometria de flujo de los
linfocitos de la sangre periférica”®'%12,

Para eso, muchos avances tecnolégicos, como
la construccién de nuevos citémetros de flujo y la
inclusién de nuevos anticuerpos para componer los
paneles de definicién inmunofenotipo de las ELPCB,
han sido implantados en los Gltimos afos con el
objetivo de aumentar la precisién del diagnéstico de
estas enfermedades. Aun asi, a veces, el citometrista no
encuentra sustento suficiente en esta fase del diagnéstico
para la definicién exacta de todas las ELPCB.

Con la idea de intentar reducir estas incertidumbres,
Matutes etal.’, en 1994, fueron los primeros en proponer
un sistema de puntaje basado en la evaluacién de cinco
pardmetros de inmunofenotipicacion para el diagndstico
diferencial de la LLC/LLPCB de las demds ELPCB. Con
este fin, los autores usaron como base la intensidad de
expresion en linfocitos B para los antigenos: CD5, CD23,
FMC7, CD22 0 CD79by la intensidad de marcacién para
cadenas ligeras de inmunoglobulina. De manera que, para
estos autores, los puntajes de 4 a 5 caracterizaban la LLC/
LLPCB tipica, hasta 3 puntos definfan las LLC/LLPCB
atipicas, y entre 0 y 2 puntos excluiria el diagnéstico de
LLC/LLPCB.

Esta clasificacién se muestra satisfactoria para la
definicién de las LLC/LLPCB con score de 4 y 5 puntos,
sin embargo, los problemas de clasificacién de este
método surgen para los casos en que el puntaje es 3 para
células B que no expresan los antigenos IgM, CD5 y
CD23, o que presentan expresién fuerte y/o moderada
para los antigenos CD20, CD22 y CD79b>71%12, Asi, en
2008, Craig y Foon' han propuesto un nuevo sistema
de clasificacién inmunofenotipo para las diversas ELPC
de células B y T, en que, para las ELPCB, el criterio a ser
adoptado se basaba en la variacién de expresién de los
antigenos CD5 y CD10 en células B maduras.

En el presente estudio, se observé que los criterios
de Matutes et al.”® y Craig y Foon'* se mostraron muy
eficientes para la definicién de la LLC/LLPCB. Sin
embargo, para las ELPCB con score de 3 puntos por los
criterios de Matutes et al.” y, en el 21,43% de los casos
(9 de 42) de ELPCB reclasificados por los criterios de
Craig y Foon', estas clasificaciones se mostraron con
fallas o con baja precisién. De esta forma, exigieron que el
citometrista necesite de otros resultados complementarios,

Revista Brasileira de Cancerologia 2023; 69(1): e-072734

como los exdmenes de biologia molecular y citogenética,
que no siempre estdn disponibles en el momento de la
elaboracién del informe.

Bottcher et al.? han sugerido en sus estudios que, frente
a esta dificultad, es necesario que el citometrista incluya
en sus informes, de ser necesario, la categoria ELPCB “no
clasificada” que es de gran utilidad clinica, ya que informa
al prescriptor acerca de la necesidad de pruebas auxiliares
de histologfa, citogenética y/o biologfa molecular para el
diagndstico final de la ELPCB en cuestidn.

Bezerra et al.’® y Boyd et al.%, a su vez, discuten que,
en varias situaciones, es solamente por la asociacién de
los resultados de la citometria de flujo con los hallazgos
histopatoldgicos, inmunohistoquimicos y moleculares que
es posible diagnosticar y diferenciar procesos reaccionales
de neoplasias y, aun, subclasificar las diversas ELPCB.

En este estudio, quedd claro que el uso del término
“otras enfermedades linfoproliferativas crénicas excluyendo
leucemia linfocitica crénica de células B/linfoma linfocitico
de pequenas células B” en los informes orienté al médico
asistente del paciente a solicitar exdmenes laboratoriales
complementarios para la conclusién del diagnéstico. Y
aunque puedan ser usados para el diagnéstico de la LLC/
LLPCB los criterios de Matutes et al."? para los scores 4
y 5 puntos, se recomienda, sin embargo, para los scores
iguales o inferiores a 3 puntos, el uso de los criterios
propuestos por Craig y Foon'%, conforme con lo sugerido
en la literatura actual®>**".

CONCLUSION

Los resultados resaltan que aun siendo la citometria de
flujo una metodologia importante para la caracterizacion
inmunofenotipica de las ELPCB, todavia no es suficiente
para definir con precisién todas las entidades patoldgicas
que caracterizan estas enfermedades. Por lo tanto, se
sugiere que el citometrista, siempre que sea necesario,
incluya en su informe otra categoria diagndstica descrita
asi: “otras enfermedades linfoproliferativas crénicas de
células B no clasificadas por citometria de flujo”.
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