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A utilidade da citologia por punção com agulha fina aliada a imunofenotipagem
no diagnóstico dos linfomas não-Hodgkin
Diagnosis of non-Hodgkin's lymphoma combining immunophenotyping and fine needle aspiration

A classificação para linfomas não-Hodgkin (LNH) proposta pela Organização Mundi-
al da Saúde (OMS) enfatiza a importância do imunofenótipo para o diagnóstico. O
objetivo deste estudo foi avaliar a utilidade da citologia combinada a citometria de fluxo
para o diagnóstico de LNH, utilizando um painel de anticorpos monoclonais e estudo
do ciclo celular. O material foi obtido através de aspiração de linfonodos por agulha
fina de 78 pacientes. O painel de anticorpos monoclonais para análise em  citometria de
fluxo foi o seguinte: CD19/CD10, CD20/CD5, CD23, CD38/CD7, CD3/CD4, CD3/
CD8, kappa/lambda. O diagnóstico final foi confirmado pela histologia convencional,
considerada gold standard. Em 85% dos casos a citologia associada a imuno-
fenotipagem e porcentagem de células em fase S permitiram um diagnóstico correto.
Nos demais casos foi possível diferenciar linfomas B ou T e estimar grau de
agressividade. O painel, embora pequeno, foi suficiente exceto para os anaplásicos e
subclassificação dos linfomas T. Nestes casos, a morfologia foi mais importante que
imunofenótipo, sendo este seguro apenas para linfomas linfoblásticos. A fração de fase
S mostrou-se importante para diferenciar linfomas indolentes e de alto grau. Concluí-
mos que esta técnica é uma boa alternativa para o diagnóstico de linfomas não-Hodgkin.
Permite um diagnóstico rápido, menos invasivo, podendo ser repetida quando neces-
sário, agilizando o tratamento.  Rev. bras. hematol. hemoter. 2005;27(1):16-20.

Palavras-chave: Aspiração por agulha fina; citometria; citologia; linfoma não-Hodgkin;
imunofenotipagem.

Introdução

Com o intuito de agilizar a investigação de neoplasias
tem-se usado cada vez mais a técnica de aspiração de teci-
dos por agulha fina. Esta permite definir conduta mais rápida
quando comparado ao tempo necessário para o diagnóstico
definitivo por histologia convencional.

Para tumores como melanoma, carcinomas de mama,
metástases, entre outros, têm-se conseguido diagnósticos
acurados, tornando esta técnica confiável e com utilidade
bem definida.1

Em relação às doenças linfoproliferativas, muitos estu-
dos estão sendo realizados no sentido de estabelecer sua
confiabilidade no diagnóstico e conduta clínica. Tem-se pro-
posto que a imunofenotipagem por citometria de fluxo aliada
à citologia convencional poderia ser um método rápido e não
invasivo para o diagnóstico dos linfomas.2,3 Além disso, a
análise do ciclo celular4 e a biologia molecular certamente
poderiam aumentar a acurácia do diagnóstico fornecido atra-
vés de punção de linfonodos. Recentemente foi descrita a
classificação para neoplasias linfóides proposta pela OMS,
que é baseada no conceito de que o diagnóstico deve ser
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baseado em morfologia, imunofenotipagem, alterações
citogenéticas e clínicas.5

Tendo todas estas premissas em vista, tivemos como
objetivo testar a factibilidade e acurácia do diagnóstico de
linfomas não-Hodgkin combinando citologia, imuno-
fenotipagem e estudo do ciclo celular (taxa de proliferação e
ploidia) por citometria de fluxo, através de material obtido de
linfonodos por punção com agulha fina. O diagnóstico final
foi comparado com a biópsia convencional de linfonodo.
Desta forma, o método proposto poderia estabelecer um
diagnóstico seguro, rápido e não invasivo.

Casuística e Métodos

O estudo foi realizado com casos acompanhados no
ambulatório de Hematologia - Hemocentro/Unicamp, entre
1999 e 2003. Entraram no estudo pacientes que se apresenta-
vam com linfonodomegalias ou massas tumorais acessíveis
para punção por agulha fina, todos com hipótese inicial de
linfoma ou suspeita de recaída. Os casos de linfoma de
Hodgkin foram excluídos do estudo. Todos os pacientes ti-
veram amostras histológicas encaminhadas para o Serviço
de Anatomia Patológica do Hospital de Clínicas - Unicamp,
considerada como gold standard para o diagnóstico de
linfoma.

Do material obtido por aspiração foram realizados:
• Esfregaços  corados com May Grünewald Giensa
• Suspensão de células em PBS (no mínimo 6 X 106

células) para análise em citometria de fluxo
O citômetro utilizado foi o FaCScalibur. A análise foi

feita através do software CellQuest.
A citometria de fluxo foi usada para a análise do fenótipo

da população neoplásica, a ploidia e  medir a taxa de prolife-
ração celular (porcentagem de células em fase S do ciclo ce-
lular). O painel de anticorpos monoclonais (DAKO A/S
Denmark) foi o seguinte: CD19/CD10, CD20/CD5, CD38/CD7,
CD23, CD3/CD4, CD3/CD8, kappa/lambda (membrana)

O aspirado de linfonodo colhido em 2 mL de PBS foi
centrifugado por cinco minutos a 1500 RPM, e o sobrenadante
ressuspendido em 1 mL de PBS. Após ajustar a concentração
de células (5x 106/mL), o material foi incubado com 5uL de
cada anticorpo por vinte minutos, à temperatura ambiente.
Acrescentaram-se 2 mL de solução lisante (Facs lysing-BD)
e, após dez minutos à temperatura ambiente, o material foi
centrifugado por cinco minutos a 1500 RPM. Desprezado o
sobrenadante, adicionaram-se 2 mL de PBS com nova centri-
fugação e ressuspensão em 1 mL de PBS. Aquisição e leitura
no citômetro de 10 mil células foram feitas no software
CellQuest.

Para o estudo do ciclo celular (DNA), após acertar a
concentração de células em 1x 106/mL, colocaram-se 3 mL de
solução lisante. Após incubação, centrifugação e ressus-
pensão em 1 mL de PBS, o material foi então fixado com 2 mL
de álcool a 70%, levado a refrigeracão por trinta minutos e

centrifugado por cinco minutos a 1500 RPM. Desprezado o
sobrenadante, acrescentamos 2 mL de PBS  e centrifugamos
por cinco minutos a 1500 RPM (2 x).

O Kit utilizado foi Cycle Test-BD, que contém 3 solu-
ções A (Tripsina), B (RNAse, inibidor da tripsina) e C (Iodeto
de propídio). Cada uma destas foi adicionada à amostra que,
após incubação, foi lida ao citômetro em até três horas. Aqui-
sição de 30 mil células no software CellQuest e análise no
software ModFit. Amostras obtidas por biópsia cirúrgica fo-
ram diagosticadas por hematopalogistas experientes após
colorações com HE, Giemsa, Gomori e imuno-histoquímica. A
classificação utilizada foi a proposta pela OMS.

Resultados

Entraram no estudo 78 casos. A idade mediana dos pa-
cientes foi de 58 anos (17-85 anos). O diagnóstico final dos
casos está na Tabela 1. A maioria (85%) correspondeu a
linfomas de origem B e 15% a origem T. Dos linfomas de
origem B, os mais freqüentes foram os LNH B de grandes
células e folicular.

Tabela 1
 Diagnóstico histológico dos casos

Diagnósticos Nº casos

   B grandes células 40

   Folicular 15

   Manto 5

   Burkitt 4

   Imunocitoma 2

   T periférico 5

   Linfoblástico 4

   T do adulto 2

   Anaplásico 1

Os padrões imunofenotípicos, ploidia e proliferação
estão relacionados nas Tabelas 2 -5. Entre os  LNH B de
grandes células tivemos cinco casos CD5+, apenas três ca-
sos CD38+  e nove casos CD10+. A maioria (29) foi positiva
para imunoglobulina (Ig) de superfície.

Quanto à cinética celular, 26 casos foram euplóides e
nove casos aneuplóides;  a mediana de células em fase S do
ciclo celular foi de 13,8% (Tabelas 2a e 2b).

Os LNH foliculares foram todos negativos para CD5 e
CD23, mas nem todos os casos foram positivos para CD10 (9
casos). Apenas 4 casos foram aneuplóides, 11 euplóides.  A
mediana de fase S foi 3% (Tabelas 3a e 3b, Figura 1).

Os casos de linfoma de Burkitt mostraram fase S com
mediana de 38%, enquanto os linfomas de células do Manto
(CD5+) 1,9% (Tabela 4 e Figuras 2 e 3).

Os linfomas de origem T mostraram positividade em
100% dos casos para CD3 (Tabela 5).
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Figura 1. Linfoma folicular Figura 3. Linfoma de células de Manto

Figura 2. Linfoma de Burkitt

Tabela 3 a
Linfomas foliculares

Fenótipo Nº casos

CD19 15

CD 10 9

Ig superf. 7

Tabela 3 b

Cinética celular Nº casos

Aneuploidia 4

Euploidia 11

Fase S mediana 3%
(0,6 - 8,2%)

Tabela 2
Linfoma B células grandes

Tabela 2 A

Fenótipo Nº casos

CD19 35

CD 10 9

CD 38 3

CD 5 5

Ig superf. 29

Tabela 2 b

Cinética celular Nº  casos

Aneuploidia 9

Euploidia 26

Fase S mediana 13,8%
(10,6 - 43%)

Tabela 4
 Outros linfomas B

Histologia Fenótipo Cinética celular

Burkitt CD19/CD10
Diploidia 100%

% Fase S mediana 38%
(31 - 44%)

Manto CD19/CD5

Aneuploidia 2 casos

Diploidia 3 casos

% Fase S mediana 1,9%
(0,4 - 5,3%)

Imunocitoma
CD19/CD38

Ig

Aneuploidia 1 caso

Euploidia 1 caso

% Fase S 0,6 e 1,5 %
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Discussão

Frente a pacientes com linfocitose ao hemograma ou
linfonodomegalia procuramos obter respostas para as se-
guintes questões:

• Trata-se de um processo reacional ou proliferação
clonal de linfócitos?

• Se for clonal, a célula proliferante é B ou T?
• Podemos fazer o diagnóstico específico?
A precisão diagnóstica por morfologia, mesmo quando

auxiliada por imuno-histoquímica para vários marcadores, é
insuficiente em alguns casos de linfoma.6 Atualmente, novas
modalidades diagnósticas estão sendo pesquisadas, mais
recentemente o uso de microarranjos de DNA com o intuito
de caracterizar padrões de expressão gênica. Essa assinatura
gênica inclui genes que controlam o ciclo celular, síntese de
DNA, replicação celular, além do Ki 67, comumente utilizado
como índice de proliferação.

No caso dos LNH B de grandes células têm-se consi-
derado dois subgrupos que se diferenciam pela expressão
de centenas de genes. O primeiro expressa genes caracte-
rísticos de células B do centro germinativo (CD 10, BCl 6); o
segundo grupo, genes característicos de células B ativados
na periferia (IRF 4, Ciclina D2). A partir desta definição fo-
ram realizados estudos para tentar correlacionar os
subgrupos com a clínica e sobrevida dos pacientes. De acor-
do com eles tem-se verificado que os LNH B de grandes
células com expressão de linfócitos ativados na periferia
mostram pior prognóstico. A expressão de BCl 2, Ciclina
D2,  superexpressão de p53 e altas taxas de proliferação
(% células em fase S) se correlacionam com pior prognósti-
co. A expressão gênica seria fator prognóstico independen-
te.7,8 Esta técnica, porém, não faz parte da rotina de diagnós-
tico dos serviços de Onco-hematologia, permanecendo no
campo da pesquisa.

Como técnica mais simples e acessível na rotina, a
punção de tecidos por agulha fina tem-se mostrado uma
boa opção no sentido de agilizar as respostas a essas per-
guntas. É rápida, pouco dolorosa, dispensa centro cirúrgi-
co e internação.9  É capaz de prover com facilidade células
em suspensão a serem analisadas por citometria de fluxo,
além de material para esfregaços para citologia. As limita-

ções seriam pacientes com lesões pouco
acessíveis, profundas ou pequenas. Estas
limitações estão sendo ultrapassadas em
alguns serviços que contam com especia-
listas em diagnóstico por imagem que têm
adquirido experiência na punção de tumo-
res guiada por ultra-sonografia ou
tomografia computadorizada. Por outro
lado, o uso desta técnica exige a disponi-
bilidade de um citômetro de fluxo e cito-
patologistas experientes para a análise cor-
reta das informações que fornece já que

nem todos os casos são clássicos e muitas vezes represen-
tam verdadeiros desafios diagnósticos.10

A citometria de fluxo tem cada vez mais conquistado
importância no diagnóstico e caracterização de neoplasias
hematológicas. Tem como vantagens fornecer resultados
rápidos utilizando pequenas amostras, além da capacidade
de avaliar simultaneamente várias características celulares
como tamanho, granularidade, antígenos de superfície e
intracelulares, além do conteúdo celular de DNA.11,12,13 É
extremamente útil para diferenciar, rapidamente, um proces-
so reacional de outro neoplásico. Uma população de linfó-
citos B com restrição para uma cadeia leve de imunoglobulina
(kappa ou lambda) é considerada neoplásica, com raríssimas
exceções. Em linfonodos normais ou reacionais, os linfó-
citos B são policlonais, ou seja, expressam kappa e lambda
na proporção de 60% para 40%. A citometria de fluxo tem a
habilidade, portanto, de detectar monoclonalidade com fa-
cilidade.

A determinação de imunofenótipos distintos permi-
te classificar neoplasias linfóides de acordo com a célula
de origem, já que tais neoplasias, principalmente as B, si-
mulam estágios normais da diferenciação do linfócito. Esta
subclassificação mais precisa leva não só ao diagnóstico,
mas também a novas modalidades terapêuticas como, por
exemplo, o uso de anti CD20 como terapia adjuvante em
LNH CD 20 +.

Diagnosticar linfomas T por citometria de fluxo é mais
desafiador, já que não há um marcador sensível de mono-
clonalidade. Situações como pós-transplante de medula ós-
sea e infecções virais podem estar associadas com predomí-
nio de linfócitos CD4 e CD8, respectivamente, assim como
uma população clonal de células T.

Outra consideração deve ser feita em relação aos
linfomas de Hodgkin, que foram desconsiderados neste es-
tudo. Estes são linfomas com poucas células diagnósticas
que prescindem de um antígeno específico, portanto, muitas
vezes não detectáveis pela citometria de fluxo.

Através deste método conseguimos obter respostas
para as três questões formuladas anteriormente, obtendo um
diagnóstico em menos de 24 horas. O painel utilizado, embo-
ra pequeno, foi suficiente em todos os casos, exceto nos
linfomas anaplásicos.

Tabela 5
Linfomas T

Histologia Fenótipo Cinética celular

Linfoblástico CD3, CD5, CD7 (100% casos)
CD4/CD8 1 caso % Fase S     mediana 12%

               (5,4 - 35,7%)

T do adulto CD3/CD4 % Fase S     7,7% e 12,5 %

T inespecífico CD3/CD4 % Fase S     mediana 17,7%
               (11 - 24,6 %)

Anaplásico CD3 % Fase S 3,9%
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Em relação aos LNH B grandes células houve casos
com CD38 ou CD5 positivo, mas a % fase S permitiu distin-
ção deste com linfomas indolentes. Percebe-se a importância
da determinação da taxa de proliferação nestes casos em que
a origem do tumor é similar, mas a agressividade é diferente.
Outro exemplo tivemos com linfomas de Burkitt e foliculares.
Ambos derivam de células dos centros foliculares e têm
imunofenótipos comparáveis, mas diferem dramaticamente
na porcentagem de células em fase S. Há estudos que mos-
tram que a taxa de proliferação aparece como fator prognós-
tico independente para LNH.3,11,14 A aneuploidia foi mais co-
mum em casos de LNH B grandes células.

Em 85% dos casos, a citologia e citometria de fluxo
permitiram um diagnóstico correto, ou seja, correlação com
anatomopatológico. Nos casos restantes (15%) foi possível
apenas classificar o linfoma em B ou T e estimar a agres-
sividade através da taxa de proliferação. Em cinco casos de
linfoma T não foi possível subclassificá-los. Percebemos a
importância da citologia nesses casos, sendo a morfologia
das células neoplásicas mais importante que imunofenótipo
para o diagnóstico. Nos linfomas B, citologia e imunofenótipo
foram complementares para o diagnóstico.

O painel utilizado, apesar de ser pequeno, foi suficiente
para os diagnósticos, exceto em casos de LNH T e anaplásicos.
Portanto, concluímos que, combinando citologia e imuno-
fenotipagem com material obtido através de aspirado de
linfonodos, é possível agilizar o diagnóstico de maneira me-
nos invasiva para o paciente possibilitando iniciar terapêuti-
ca mais rapidamente.

Abstract

The WHO classification of non-Hodgkin's lymphoma stresses the
importance of the immunophenotype for diagnosis. The aim of our
study was to evaluate the use of cytology together with flow cytometric
examination using a panel of monoclonal antibodies including DNA
S phase analysis. Material was obtained from lymph node aspiration
of 78 patients. The panel for flow cytometric analysis comprised:
CD19/CD10, CD20/CD5, CD23, CD3/CD4, CD3/CD8, CD38/
CD7, kappa/lambda. The final diagnosis was confirmed by lymph
node biopsy. In 85% of cases, cytology combined with immuno-
phenotyping and percentage of Phase S cells allowed the correct
diagnosis. In the remaining cases it was possible to differentiate T
or B lymphomas and estimate their aggressiveness. The panel,
although small, was sufficient in all cases except for anaplastic
lymphoma. S-phase fraction was important for the diagnosis of
large B-cell NHL vs. Follicular NHL. In cases of T-cell lymphomas
a reliable diagnosis was only possible for lymphoblastic lymphomas.
In conclusions, combined cytology and cytophotometric diagnosis
of lymph node aspirations is a good alternative to histologic
examination, except for T-cell lymphomas. In contrast to biopsy this
method is less invasive and may be repeated if necessary. Rev. bras.
hematol. hemoter. 2005;27(1):16-20.

Key words: Fine needle aspiration cytology; flow cytometry; non-
Hodgkin's lymphoma; immunophenotyping.
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