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RESUMO

0Os tumores solidos da infancia representam cerca de 30% de todos os cinceres pedidtricos. Nos tltimos anos, houve uma expansao no uso
da citometria de fluxo (CF) no diagndstico e no acompanhamento dessas patologias, ja que se trata de um método que permite a obtencio
rapida e precisa de resultados, possibilitando uma conduta mais precoce. Realizamos esta revisao da literatura com uma pesquisa dos
seguintes termos nas plataformas de dados Lilacs, PubMed e Scielo: neoplasia, oncologia, pediatria, imunofenotipagem e citometria de
fluxo. Dessa forma, descrevemos os principais achados até o momento sobre o uso da CF no diagnéstico diferencial das cinco principais
neoplasias de pequenas células azuis da infancia: neuroblastoma, sarcoma de Ewing, tumor neuroectodérmico primitivo, tumor de Wilms
e rabdomiossarcoma. Além disso, discutimos as principais vantagens e os inconvenientes do método e dos painéis que sao propostos no
diagndstico diferencial dessas patologias por meio da literatura internacional. Observamos por meio desta revisio que a utilizacao da CF
no diagnostico de tumores solidos pode ser ttil para uma rdpida e precisa identificacio da patologia, bem como para o inicio precoce
do tratamento.

Unitermos: neoplasia; oncologia; pediatria; imunofenotipagem; citometria de fluxo.

ABSTRACT

Childhood solid tumors represent about 30% of all pediatric cancers. In recent years, there has been some expansion in the use
of flow cytometry (FC) in the diagnosis and monitoring of these diseases, since it is a method that allows for rapid and accurate
results, enabling earlier conduct. We performed a literature search for a systematic review of the following terms in the Lilacs,
PubMed, and Scielo data platforms: neoplasm, oncology, pediatrics, immunophenotyping, and flow cytometry. Thus, we describe
the main findings to date on the use of FC in the differential diagnosis of the five main small round blue cell tumors of childbood:
neuroblastoma, Ewing sarcoma, primitive neuroectodermal tumor, Wilms tumor, and rbabdomyosarcoma. In addition, we
describe the main advantages and disadvantages of the method and panels that are proposed in the differential diagnosis of these
pathologies through the international literature. Through this review, we observed that the use of FC in the diagnosis of solid tumors
can be useful for rapid and accurate identification of the disease, as well as for the early initiation of treatment.
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Citometria de fluxo como ferramenta diagndstica em tumores solidos da infincia

RESUMEN

Los tumores solidos infantiles representan aproximadamente el 30% de todos los cdnceres pedidtricos. En los dltimos arios se ha
incrementado el uso de la citometria de flujo (CF) en el diagndstico y seguimiento de estas patologias, ya que es un método que
permite oblener resullados rdpidos y precisos, posibilitando un manejo mas precoz. Realizamos esta revision sistemdltica para
la buisqueda bibliogrifica de los siguientes términos en las plataformas de datos Lilacs, PubMed y Scielo: neoplasma, oncologia,
pediatria, inmunofenotipificacion y cilometria de flujo. Asi, describimos los principales hallazgos basta la fecha sobre el uso de CF
en el diagnastico diferencial de los cinco principales tumores de células pequenas, redondas y azules de la infancia: neuroblastoma,
sarcoma de Ewing, tumor neuroectodérmico primitivo, tumor de Wilms y rabdomiosarcoma. Ademas, describimos las principales
venlajas y desventajas del método y paneles que se proponen en el diagnastico diferencial de estas patologias a través de la literatura
internacional. A través de esta revision, observamos que el uso de CF en el diagnostico de tumores solidos puede ser iitil para la
identificacion rdpida y precisa de la efermedade, asi como para el inicio mas temprano del tratamiento.

Palabras clave: neoplasia; oncologia; pediatria, inmunofenotipificacion; citometria de flujo.

INTRODU(;AO diagnostico sem perder a sensibilidade e a especificidade das
técnicas atuais disponiveis vém ao encontro das necessidades
e das demandas clinicas do momento. Dentro desse contexto,
a citometria de fluxo (CF) mostra-se como uma importante
ferramenta no auxilio a um diagndstico mais rapido e preciso, em
especial em centros que ndo dispdem de estudos citogenéticos. Por
esse motivo, nesta revisio, abordaremos o uso da CF, assim como o
imunofendtipo no diagndstico das cinco principais neoplasias de
pequenas células azuis da infincia: NB, sarcoma de Ewing (SE),
tumor neuroectodérmico primitivo (PNET), TW e RMS.

Os tumores solidos da infancia sao doencas que se caracterizam
pelo crescimento anormal de células de um determinado tecido,
exceto os derivados do tecido hematopoiético, ou seja, leucemias
e linfomas™ ?. Essas neoplasias representam cerca de 30% de
todos os canceres pedidtricos; os tipos mais comuns sao: tumores
cerebrais, neuroblastoma (NB), rabdomiossarcoma (RMS), tumor
de Wilms (TW) e osteossarcoma®.

As manifestacdes clinicas variam de acordo com o tipo
histolégico do tumor, a localizacdo primdria e a idade do
paciente®. O diagndstico € realizado pela correlagio entre os NB
dados clinicos e os resultados dos exames laboratoriais, em
especial 0 anatomopatologico (andlise histoquimica e citoldgica) NB é o tumor slido extracraniano mais comum na infancia;
que, devido a metodologia empregada, muitos dias podem se ¢ responsavel por 8%-10% de todas as neoplasias nessa faixa
passar entre a suspeita e a definicdo do diagnostico. Esse tempo  at4ria®'0. Fssa patologia corresponde de 25 a 50 casos por milhdo
tem implicagdes para o paciente e sua familia, além de impactar  de individuos!". Sua etiologia & pouco conhecida, porém, devido
no custo em razao do eventual tempo de internacdo e progndstico, 3 sua maior incidéncia em lactentes, alguns autores sugerem que
visto que prorroga o inicio do tratamento®?. fatores pré-concepcionais ou eventos gestacionais (por exemplo,
diabetes gestacional, deficiéncia de 4cido folico, exposicio a
drogas, hormonios, toxinas ou virus) possam ter relevancia no
seu desenvolvimento™!?, Apesar de vérias alteracdes genéticas
terem sido observadas nessas neoplasias, incluindo alteragoes
cromossomicas, polimorfismo e amplificacbes genéticas, nao ha
atualmente uma alteracio patognomonica de diagndstico™.

Entre os tumores solidos, hd um subgrupo denominado
neoplasias de pequenas células azuis. Esse subgrupo recebe
essa definicdo por ser composto de células primitivas, portanto,
células que ainda nao se diferenciam e que adquirem uma cor
azulada ao serem analisadas pelo patologista®. Por apresentar
aspecto semelhante entre patologias, necessita de uma andlise
aprofundada de marcadores para um diagndstico correto. Nesse 0 NB origina-se das células da crista neural e, geralmente,
caso, um estudo imuno-histoquimico cuidadoso faz com que  se desenvolve a partir da medula da adrenal, podendo ocorrer
haja, muitas vezes, um tempo longo entre a bidpsia tecidual e 0 ainda em ganglios simpaticos"®. Em 70% dos casos, o tumor
diagndstico definitivo, retardando, assim, o inicio do tratamento  estd localizado no abdémen (25% no ganglio simpdtico e 40% na
dessas criancas. Novos métodos que permitam agilidade no  medula da adrenal®, 15% no torax, 5% na regido cervical e 5% no
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ganglio simpdtico pélvico) "', Aproximadamente metade deles
apresenta doenca localizada ou regional™®, enquanto os outros
50%, metdstases distantes por meio de disseminacdo linfatica ou
hematogénica no momento do diagndstico®*".

0 tratamento € variavel e dependente de varios fatores que
contribuem para a classificagdo do grupo de risco do paciente.
A maioria dos protocolos internacionais utiliza os seguintes
critérios na definicio de risco: idade ao diagnostico, status da
amplificacdo do gene N-MYC, ploidia do acido desoxirribonucleico
(DNA), histologia e international neuroblastoma slaging
system (INSS), além de anormalidades genéticas, o que permite
classificar o paciente em baixo, intermedidrio e alto risco® %
Também € importante avaliar a elevacio do 4cido vanilmandélico
e do 4cido homovanilico — que podem ser detectados em 90% dos
individuos com NB"" — bem como da ferritina sérica e do lactato
desidrogenase (LDH), os quais podem indicar pior progndstico®”.

Do ponto de vista molecular, o sequenciamento de genes
candidatos identificou mutacdes no anaplastic lymphoma
kinase (ALK) em mais de 50% dos casos familiares e em 5%-15%
dos casos esporadicos de NB®. ALK € um expansor oncogénico
estabelecido para NB que gera a proliferacio descontrolada de
células e as propriedades de sobrevivéncia delas®”.

Com os dados disponiveis atualmente na literatura, sabe-se
que a amplificagdo do gene N-MYC e a ploidia de DNA tém as
implicagdes progndsticas mais importantes para a patologia®?.
Tanto a taxa de cura quanto a taxa de sobrevida sdo superiores a
90% nos pacientes que apresentam riscos baixo e intermedidrio
e tumores localizados; nos casos de alto risco, essas taxas caem
para 40%-50%"%.

A partir desse contexto, a CF pode ser ttil para o NB, tanto
no diagndstico, por meio da andlise de marcadores de superficie
celular, quanto na estratificacao de risco, através da avaliacdo do
indice de DNA.

DETECCAO DE NB POR CF

Recentemente, houve um aumento consideravel no uso da
CF por se tratar de um método que permite a obtencdo rdpida e
precisa nos diagndsticos de neoplasias, possibilitando um inicio
de tratamento precoce. A imunofenotipagem por CF pode ser
utilizada no diagndstico de NB e na avaliacao da disseminacdo da
doenca no sangue periférico (SP) e na medula dssea (MO), bem
como no acompanhamento do tratamento por meio da pesquisa
de doenca residual minima (DRM)® 3,

Nas dltimas décadas, diversos pesquisadores —testaram
diferentes combinagdes de anticorpos monoclonais com o objetivo
de obter maior especificidade nas células tumorais. Em 1998,
Komada et al. (1998)® utilizaram uma combinacio de CD9/
(CD56/CD45 para deteccdo de células residuais de NB na MO e no SP.
Neste estudo, andlises simultineas foram feitas com diferentes
fluorocromos e evidenciaram uma populacdo celular distinta
com o fenétipo CD9*/CD56*/CD45~, sugerindo a presenca de
células de NB metastaticas. J4 em 2000, Nagai e al. (2000)5)
concluiram que a combinagio de CD81%/CD56"/CD45 era mais
sensivel e especifica para detecgdo de DRM para NB. Os autores
compararam a reatividade do CD81 com a do CD9 e observaram
maior sensibilidade do CD81 possivelmente devido 4 interferéncia
do CD9 na marcagao de plaquetas.

Em 2002, Warzynski e/ al. (2002)% utilizaram os
marcadores anteriormente descritos para identificar as células
de NB e estudaram dois novos marcadores: a proteina de
membrana disialogangliosideo (GD2) e a enzima enolase
neuroespecifica intracitoplasmatica (cyNSE). Com essa pesquisa,
eles concluiram que as células de NB sdo CD45/CD56/
GD2*/cyNSE*. Portanto, hoje podemos usar uma combinacio
imunofenotipica de marcadores com um painel de, no minimo,
seis cores para a caracterizacdo dessa patologia. Para tanto, s3o
utilizados anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos
que permitem a identificacao do perfil de expressao antigénica
do NB. A populagio de células que apresenta positividade para os
marcadores CD56°™, CD81, CD9, CDY0, GD2 e negatividade para
0 CD45 € especifica de NB, conforme mostra a Figura 1615,

.
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FIGURA 1 — Diagramas de dot plot ilustrando a populagio de neuroblastoma, cujo

Jendtipo é representado por CD45/CD56+""/CDI0*/CD81*/CD9*/GD2*
Fonte: Ferreira-Facio et al. (2013)%.

AVALIACAO DO iNDICE DE PLOIDIA DE NB
POR CF

A ploidia é um fator importante e ttil para a classificacio de
risco e o progndstico do paciente com NB. Esta andlise pode ser
estabelecida por meio da CF e de métodos citogenéticos, como o
fluorescent in situ hybridization ou microarray (FISH) %,
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As alteracdes na ploidia da célula tumoral sdo resultado de
uma alteracdo na fungio mitotica, relacionada com a taxa
de proliferacio celular. Elas sdo um indicador de progndstico em
varios tipos de tumores®. Quando os tumores apresentam indice
de DNA < 1 caso hipodiploide, os resultados sdo piores do que nos
casos hiperdiploides, em que o indice de DNA € > 1,163

Em 1984, Look e¢f al. (1984) relataram que indices mais
elevados de DNA estavam associados a uma melhor resposta
terapéutica em bebés com tumores irressecdveis. A partir da andlise
de intimeras séries de pacientes, verificamos que criangas com
menos de 1 ano de idade com NB apresentam melhor prognodstico
em comparacdo com pacientes mais velhos. Entretanto, o
tratamento de lactentes com NB, quando hipodiploides, apresenta
maior chance de falha terapéutica precoce®. Um resultado
favordvel para o progndstico estd associado a aneuploidia na
linhagem de células-tronco e a baixa porcentagem de células
tumorais nas fases S, G2 e M do ciclo celular®. A influéncia da
ploidia em relacdo ao progndstico parece desaparecer apos os 2
anos de idade™.

Em 1987, Kaneko ef al. (1987)“" mostraram associacdo entre
tumores triploides e progndstico favoravel, enquanto os tumores
diploides e tetraploides foram associados a estadios mais avangados.
Portanto, pacientes com hiperdiploidia ou triploidia geralmente
apresentam tumores de estadio baixo e melhor resposta terapéutica,
principalmente se ndo houver amplificacao do gene N-MY¢H 429,
Nos tumores com estadio mais avancado, € comum a diploidia (44-
57 cromossomos) e a hipotetraplodia (81-103 cromossomos) .
As neoplasias hiperdiploides sdo mais propensas a ter mais apoptose
durante o tratamento antineopldsico”.

A andlise do contetido de DNA por CF € amplamente utilizada
para revelar a ploidia e estimar a proliferaco celular por meio da
distribuicao dos ciclos celulares em populacdes de células normais
e tumorais®.

Para a identificacio do NB e a anlise do DNA, um anticorpo
monoclonal é utilizado e conjugado com um fluorocromo que
permite a identificacdo das células neopldsicas presentes na
amostra, além de um corante de ligacio de DNA — denominado
iodeto de propidio (IP) —, o qual permite realizar uma andlise de
contetido do DNA das células neoplasicas, com base no contetido
do DNA das células normais diploides“®.

A comparacio do contetido relativo de DNA no pico das fases
G0/G1 das células tumorais com o contetido das células normais
permite a deteccdo de aneuploidias. O indice de DNA é calculado
dividindo o valor da intensidade média de fluorescéncia (IMF)
do TP da populacdo tumoral pela IMF do IP da populacio de
referéncia (células normais)“”.

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO
E IMUNO-HISTOQUIMICO DO NB
COMPARADO COM O DA CF

No diagnéstico histopatoldgico, a maioria desses tumores
pertence a0 grupo “tumores de células pequenas redondas e azuis”,
pois sdo caracterizados por células indiferenciadas, pequenas e
redondas, normalmente de dificil diagndstico morfolgico .

Em 1999, o Sistema Internacional de Classificacao de
Patologia do Neuroblastoma (INPC), com base na primeira
classificacio de Shimada, em 1984, acrescentou algumas
informacdes relacionadas com a histologia do tumor. O NB
divide-se em trés subtipos: indiferenciado, pouco diferenciado e
diferenciado®. O exame histopatol6gico convencional, associado
a técnica de imuno-histoquimica, € o padrdo-ouro para o
diagndstico de NB®?.

A utilizacdo da CF é um grande avanco para o diagndstico de
tumores solidos. No trabalho de Ferreira-Facio ef al. (2013)©9, as
analises de NB por CF e imuno-histoquimica foram concordantes
em 100% dos diagndsticos.

Em 2018, Szinthé ef al. (2018)%" fizeram um estudo
cujo objetivo era comparar a eficicia diagndstica entre a CF
e a morfologia/imuno-histoquimica na deteccio de células
tumorais disseminadas na MO, bem como os fluidos corporais
de pacientes com tumores solidos. Trinta e seis amostras foram
analisadas de 16 pacientes com suspeita ou com diagndstico
de NB, realizadas no diagndstico ou no acompanhamento do
tratamento. A concordancia entre as duas metodologias foi de
65% para a presenca de doenca. Os autores verificaram que a
deteccio de células tumorais disseminadas é mais eficaz na CF
do que na imuno-histoquimica (100% s 86%, respectivamente).
A vantagem da CF foi ainda mais acentuada quando avaliaram
DRM; a eficdcia foi de 92% s 68%, respectivamente. Além disso,
outra vantagem da CF € poder analisar, mesmo em amostras
hipoplasicas, mais células de um material.

Portanto, a CF permite agilidade diagndstica e sensibilidade
de estadiamento do NB, com inicio de tratamento mais adequado
e precoce.

SE E PNET

SE é o tumor cujas células sao indiferenciadas, e PNET
é a patologia com células que apresentam diferenciacio
neural® %590 SE normalmente se localiza em ossos longos e
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na pelve; raramente se origina em tecidos nao Gsseos; € incomum
no espaco epidural raquiano®?. Estima-se que a incidéncia de SE
seja de aproximadamente 6% a 10% dos tumores Gsseos malignos
primdrios, sendo, portanto, o quarto tumor mais frequente desse
grupo de lesoes®. Ja o PNET representa 4% dos tumores de partes
moles®.

0 diagndstico diferencial entre o SE e os demais PNET se
baseia na historia do paciente, no exame fisico, nos resultados de
exames de imagem, além da andlise histopatologica® *”. A CF
tem sido estudada mais recentemente como método diagndstico
devido as suas potenciais vantagens de rapidez e sensibilidade.

PERFIL IMUNOFENOTIPICO DE SE E PNET

Gardner e/ al. (1998)®¥ identificaram a expressdo de CD56/
CD57 em dois casos de PNET, sugerindo que a expressdo de
CD56, juntamente 4 de CD99, na auséncia do CD45, poderia ser
altamente sugestiva de PNET.

Em 2003, Chang ef al.®” relataram um caso de SE positivo
para CD56, CD99, CDY0 e CD117 por CF. Dubois ef al. ), em 2010,
descreveram o achado de células CD99*/CD45 em amostras de SP
e MO de pacientes com SE. Nesse mesmo estudo, eles publicaram
a utilizacdo de CD99, CD45, CD14 e CD34. O CD14 foi utilizado
para a exclusio de mondcitos e o CD34, para progenitores
hematopoiéticos. Tal medida tornou essa estratégia ideal para
detecgdo de DRM de SE.

Em 2013, Ferreira-Facio e al. %Y relataram que GD2 e CD271
foram os dois marcadores mais Uteis para diferenciar NB (GD2"*
e CD271reso/ieo) dog demais PNET (GD2reefco @ GD271%me),
Esses resultados sustentam a hipdtese de que a expresséo forte de
CD271 observada nos PNETS pode estar associada a origem das
células-tronco mesenquimais desses tumores.

0s estudos mencionados mostram o potencial do uso desses
marcadores na CF no diagnostico e na diferenciacio dessas
neoplasias®”.

™™

0 TW, também conhecido como nefroblastoma, € o tumor
primdrio renal mais comum da infincia; corresponde a 6% dos
casos de cancer pedidtrico. A média de idade a0 diagndstico é de
3-5 anos®. Estima-se que, na Europa, a cada ano, 1000 novos
pacientes sdo diagnosticados com essa patologia®.

0 diagnostico é realizado associando-se métodos de imagem,
achados cirtirgicos e histologicos®. O progndstico dos pacientes
com tumores com histologia favoravel tem melhorado nas tltimas
décadas, alcancando taxas de sobrevida de 90% em quatro anos.

IMUNOFENOTIPO DO TW

Em 2009, Pode-Shakked e al.® relataram a expressdo
variada de alguns marcadores de células hematopoiéticas (CD34,
(D117 e CD133) e mesenquimais (CD105, CD90 e CD44) e
daquelas que se relacionam com o cancer (CD133 e MDR1), bem
como a associagdo entre a positividade para NCAM (CD56) e a
fragdo de “células-tronco tumorais” na andlise de células do TW.
0s autores ainda sugerem que 0 NCAM também é um marcador de

células progenitoras renais malignas de TW.

Royer-Pokora ef al. (2010)“ relataram a caracterizagio
e 0 estabelecimento de cinco células de linhagem oriundas do
TW com mutagdo W77 quanto a expressdo de genes e proteinas
que ja haviam sido descritos nas células-tronco mesenquimais
e no mesoderma paraxial (CD73, CD90 e CD105). Os resultados
deste estudo evidenciam a capacidade limitada para diferenciar
Wilms das linhagens mesenquimais, pois o perfil de expressio
génica demonstra que as linhagens celulares de WT sdo muito
semelhantes s das células-tronco mesenquimais humanas, por
possuirem as mesmas expressoes de proteinas de superficie. Eles
também concluiram que o WT com mutagdes W77 apresentam
caracteristicas especificas do mesoderma paraxial, que € a fonte de
células estromais renais.

No estudo de Ferreira-Facio ef al. (2013)9, dois pacientes
foram diagnosticados com TW. Tais casos mostraram populacoes
de células tumorais (coexistentes), porém, claramente distintas
quanto ao fendtipo; elas foram positivas para CD56 e CD58 e
negativas para CD45, CD99, GD2, nuMYOD1, nuMiogenina, CD10
e NG2. Contudo, apresentaram reatividade distinta (expressao
negativa versus positiva) para CD90, EpCAM e CD57. Essas
observagdes de marcadores estdao alinhadas com a coexisténcia
relatada de epitélio (por exemplo, EpCAM*, CD90) e componentes
celulares mesenquimais (EpCAM, CD90*) em TW por
histopatologia® "%, Esses dados mostram outro uso potencial da
CF: compreender melhor a heterogeneidade tumoral.

RMS

0 RMS é um raro sarcoma de tecidos moles de origem
mesenquimal, com evidéncia de diferenciacio de células
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musculares estriadas. Corresponde a 2,9% de todos os canceres
pedidtricos dos Estados Unidos e sua incidéncia € de 4,5 casos/
milhdo de criancas e adolescentes por ano. E o terceiro tumor
extracraniano mais comum em criangas, depois do NB e do TW,
e aproximadamente 50% dos pacientes acometidos tém menos de
10 anos de idade®™,

0 sitio primario mais comum de RMS em criancas e
adolescentes € a regido da cabeca e do pescoco, seguida pelo trato
genitourindrio, extremidades, torax e retroperitonio. Os subsitios
tumorais na regido da cabeca e do pescoco incluem 6rbita, sitios
parameningeos (nasofaringe, cavidade nasal, seios paranasais,
osso temporal, fossa pterigopalatina e fossa infratemporal) e
sitios ndo parameningeos. Os tumores que invadem apenas a
orbita apresentam melhor progndstico™. Seu diagndstico se
baseia em histéria clinica, exame fisico, exames laboratoriais
(como hemograma, perfil bioquimico e enzimas hepaticas),
nasofibroscopia, tomografia computadorizada, ressonancia
magnética e biGpsia com anatomopatoldgico™.

CF NO RMS

Atualmente, houve uma evolugdo no uso da CF para o
diagndstico de metdstases em MO de pacientes com RMS.
Shen et al. (2014)7 avaliaram 11 pacientes com suspeita de
metdstase, comparando andlise morfoldgica (padrio-ouro)
com CF de aspirado de MO. Nesse estudo, foi possivel observar a
positividade para células malignas em trés pacientes por meio do
exame anatomopatologico e em quatro pacientes por meio da CF.
Todos os trés casos positivos no anatomopatol6gico também foram
positivos na CF (que ainda detectou positividade em um paciente
a mais). A porcentagem de células positivas obtidas na CF foi de
29,3%, 12,3%, 6,8% e 0,35% sobre o total de células nucleadas,
mostrando boa sensibilidade. O caso morfologicamente negativo,
mas com nivel de deteccdo celular de 0,35% por CF, levou os
pesquisadores a fazerem uma andlise morfologica retrospectiva,
a qual também obteve resultado positivo para o achado de células
neopldsicas. Esses estudos realizados com pequenos niimeros de
pacientes sugerem a importancia da CF como método sensivel na
deteccio da extensdo tumoral ™7,

Novas possibilidades de detecgio de células tumorais
circulantes por meio da CF sugerem aumentar a precisao desses
achados. Um dos biomarcadores expressos em RMS, o gene da
familia BOX emparelhado 3 (PAX3), foi quantificado por CF em
comparagdo com a reacao em cadeia da polimerase em tempo
real (QPCR), obtendo sensibilidade similar ou até superior em
diferentes linhagens celulares para essa neoplasia™.

Atualmente, o fendtipo CD45/CD56"/CD90*/miogenina* é
utilizado para o diagnostico de RMS. Entretanto, pode haver uma
expressdo varidvel de CD577. Esse perfil € semelhante ao perfil
imunofenotipico de NB, porém, a utilizacio de GD2 auxilia na
diferenciacdo dessas duas neoplasias, jd que é somente positivo
nos NBs"™.

DISCUSSAO

A CF é uma metodologia diagnostica e de monitoramento
muito utilizada nas doengas hematoldgicas. Ela apresenta
diversas vantagens em relacdo ao exame anatomopatoldgico
tradicional (histopatologico e imuno-histoquimico), entre elas, a
sensibilidade e a rapidez do método. Para garantir a qualidade e
a uniformizagdo do resultado, a utilizacao de painéis apropriados
para as linhagens da patologia que estd sendo investigada é crucial
na etapa da execucdo/conclusio do diagndstico laboratorial.
A partir desses achados, desenvolvemos um painel de tubos para
a caracterizacdo das doencas abordadas nesta revisdo, conforme
descrito na Tabela.

Outro beneficio da CF é a capacidade de identificacdo
imunofenotipica individual das células, mesmo em condigdes
com pouco material para andlise devido a sensibilidade do teste.
Na Figura 2, descrevemos a expressio dos tumores solidos
pedidtricos citados em nosso estudo.

Nos dias atuais, entendemos que € fundamental a
implementacdo de tecnologias que acelerem e qualifiquem o
processo diagnostico e terapéutico em Oncologia Pedidtrica.
Tais medidas tém impacto no tempo de internagdo hospitalar,

TABELA — Marcadores imunofenotipicos

Pacific Pacific

FITC PE  PERCP PE-CY7 APC APC-H7
blue orange
Neuroblastoma (D9 CD45 CD73 GD2  CD56  CD90  CD81
PNET (D9 CD45 (€D9Y (D721 CD56  CD117  CDS81
TumordeWilms ~ CD9 ~ CD45 CD90  CD721 CD56  EPCAM  CDS81
Rabdomiossarcoma  CD9 (D45 MYOD1 MIOGENINA (D56 CD90 D81
Sarcomade Ewing  CD9  CD45  CD99 (D117 CD56  CD90  CDS81
PNET! tumores neuroeclodérmicos primitivos.
e 056 CD90 CD99 CDO_ CDS1 CD57 MYODI MIOGENINA EPCAM CD271 GD2 CDI17 D34 CD8 CD10_NG2
g EE | -
Rabdomosseoms E= e - i

Expressao: Forte Heterogénea Positiva Positivo fraco Negativo

FIGURA 2 — Marcadores imunofenotipicos

PNET: tumores neuroeclodérmicos primitivos.
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no contexto familiar, além da tomada de decisao terapéutica®®.  como demonstrado Almazan-Moga e/ al. (2014)7”, a CF parece
Nesse sentido, a imunofenotipagem por CF tem se mostrado uma  ter mais sensibilidade na detecgo de células tumorais circulantes.
ferramenta 1til como método diagndstico para avaliacio da

disseminacio de células tumorais na MO e em fluidos corporais e B

para o acompanhamento da avaliacio de resposta ao tratamento  CONCLUSAQO

por meio da pesquisa de DRM de diversos tumores pedidtricos™ .

Asevidéncias em torno da utilizagao de marcadores fenotipicos De acordo com os dados apresentados, podemos afirmar que
como CD56 e CD90 demonstram que, atualmente, a técnica @ CF € um método auxiliar no diagndstico, no tratamento e no
de CF ndo estd em desvantagem em termos de sensibilidade e ~ acompanhamento de diversas malignidades, sendo essencial e de
especificidade em relacdo aos métodos padrdo-ouro, como imuno-  grande relevincia para um diagndstico rapido e de classificagao

-histoquimica e exame histopatoldgico convencional. Inclusive, ~ precisa da doenca, além do monitoramento cuidadoso da eficacia
do tratamento.
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