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RESUMO 

 



 

Introdução: ​Neuroblastoma (NB) é o tumor sólido extracraniano mais comum da infância,            

sendo responsável por 8-10% das neoplasias nesta faixa etária. Nos últimos anos houve             

uma expansão no uso da imunofenotipagem por Citometria de Fluxo (CF) no diagnóstico             

e acompanhamento de neoplasias sólidas da infância. No caso do NB, o uso da CF pode                

diminuir o tempo até o diagnóstico, além de permitir uma melhor estratificação de risco.              

Objetivos: ​No presente estudo comparamos a CF e o exame anatomopatológico (AP) de             

crianças com NB quanto à sensibilidade e especificidade, e tempo até obtenção de             

resultado. ​Métodos: ​Foram analisadas 48 amostras (27 medulas ósseas (MO), 10           

sangues periféricos (SP), 8 tumores primários (TP) e 2 nódulos hepáticos (NH) e 1              

fragmento de costela (FC) de 21 pacientes com suspeita/diagnóstico de NB no período             

de maio de 2019 a agosto de 2020. As células foram marcadas com anticorpos              

monoclonais conjugados com fluorocromos CD9 Pacific Blue, CD45 Pacific Orange,          

CD73 PE, GD2 PerCP-Cy5.5, CD56 PE-Cy7, CD90 APC e CD81 APC-H7 com ​posterior             

aquisição no citômetro FACSCanto II e análise no ​software ​Infinicyt™. Os resultados dos             

exames anatomopatológicos foram extraídos dos prontuários. ​Resultados: ​Os pacientes         

apresentaram uma mediana de 59 meses de idade (mínimo 0; máximo 325 meses),             

destes 12 eram do sexo masculino (57.1%, 12/21). O tempo de liberação dos resultados               

entre as duas metodologias, a mediana na CF foi de 30 horas e 19 minutos e no AP foi                   

de 94 horas e 49 minutos (​P < 0.05). ​Das 48 amostras analisadas por CF 13 amostras (7                  

MO, 5 TP e 1 NH) apresentaram-se positivas para NB e 8 (3 MO e 5 TP) amostras foram                   

positivas para NB no anatomopatológico. As duas técnicas foram concordantes em 88.9%            

dos casos. Considerando o AP como padrão-ouro a CF obteve uma sensibilidade de             

100%, especificidade de 86%, valor preditivo positivo de 67% e o valor preditivo negativo              

de 100%. ​Conclusão: ​este estudo demonstra que a CF pode ser usada como             

metodologia diagnóstica e de avaliação de comprometimento por NB; além de           

demonstrar vantagem na sensibilidade quando comparada ao anatomopatológico. Esta         

metodologia permite, assim, diagnóstico rápido e classificação precisa da doença, e pode            

auxiliar no monitoramento do tratamento. 

Palavras-chave: Neuroblastoma; Oncologia; Pediatria; Citometria de Fluxo;       

Imuno-histoquímica; Diagnóstico. 

 

ABSTRACT 

 



 

Background: Neuroblastoma (NB) is the most common extracranial solid tumor in           

childhood, being responsible for 8-10% of neoplasms in this age group. In recent years,              

there has been an expansion in the use of Flow Cytometry (FC) immunophenotyping in              

the diagnosis and monitoring of childhood solid neoplasms. In the case of NB, the use of                

FC can decrease the time until diagnosis, in addition to allowing better risk stratification.              

Objectives: In the present study, we compared the FC and the anatomopathological            

examination (PA) of children with NB regarding sensitivity and specificity, and the time to              

obtain a result. Methods: forty - eight samples were analyzed (27 bone marrow (BM), 10               

peripheral blood (PB), 8 primary tumors (PT) and 2 hepatic nodule (HN) and 1 rib               

fragment (RF) from 21 patients with suspected/diagnosed NB in ​​the period from May 2019              

to August 2020. The cells were stained with monoclonal antibodies conjugated with            

fluorochromes CD9 Pacific Blue, CD45 Pacific Orange, CD73 PE, GD2 PerCP-Cy5.5,           

CD56 PE-Cy7, CD90 APC and CD81 APC-H7 with subsequent acquisition on the            

FACSCanto II cytometer and analysis on the Infinicyt™ software. The results of the             

anatomopathological exams were extracted from the medical records. Results: ​The          

patients had a median of 59 months of age (minimum 0; maximum 325 months), of these                

12 were male (57.1%, 12/21). The results release time between the two methodologies,             

the median in FC was 30 hours and 19 minutes and in the PA it was 94 hours and 49                    

minutes (​P < 0.05). Of the 48 samples analyzed by CF 13 samples (7 BM, 5 PT and 1 HN)                    

were positive for NB and 8 (3 BM and 5 PT) samples were positive for NB in ​​the                  

anatomopathological. The two techniques were in agreement in 88.9% of the cases.            

Considering the PA as the gold standard, the FC obtained a sensitivity of 100%, a               

specificity of 86%, a positive predictive value of 67% and a negative predictive value of               

100%. ​Conclusion: This study demonstrates that FC can be used as a diagnostic and              

assessment methodology for impairment by NB; in addition to demonstrating an           

advantage in sensitivity when compared to anatomopathological. This methodology thus          

allows for rapid diagnosis and accurate classification of the disease, and can assist in              

monitoring the treatment. 

Keywords: Neuroblastoma; Oncology; Pediatrics; Flow Cytometry;      

Immunohistochemistry; Diagnosis.  
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1. INTRODUÇÃO 
Os tumores sólidos da infância são doenças que se caracterizam pelo           

crescimento anormal de células de um determinado tecido.​1,2 Estas neoplasias          

representam cerca de 30% de todos os cânceres pediátricos, sendo os tipos mais             
comuns os tumores cerebrais, neuroblastoma (NB), rabdomiossarcoma (RMS),        

tumor de Wilms (TW) e osteossarcoma.​3 

As manifestações clínicas variam de acordo com o tipo histológico do           
tumor, localização primária e idade do paciente.​4 O diagnóstico é realizado pela            

correlação entre os dados clínicos e os resultados dos exames laboratoriais           
principalmente o anatomopatológico (AP) e imuno-histoquímico (IHQ).  

Entre os tumores sólidos existe um subgrupo denominado neoplasias de          

pequenas células azuis que compreendem o NB, RMS, TW, sarcoma de Ewing            
(SE) e tumor neuroectodérmico primitivo (PNET). Elas recebem essa definição          

por serem compostas de células primitivas: células que ainda não se           
diferenciaram e que adquirem uma cor azulada ao serem analisadas pelo           

patologista. ​Por apresentarem aspecto semelhante, são neoplasias difíceis de         

distinguir necessitando de uma análise mais aprofundada de marcadores para um           
diagnóstico correto. Neste caso, um estudo imuno-histoquímico cuidadoso faz         

com que haja, muitas vezes, um tempo longo entre a biópsia tecidual e o              
diagnóstico definitivo, retardando, assim, o início do tratamento destas crianças.​5-8          

Novos métodos que permitam agilidade no diagnóstico sem perder a sensibilidade           

e especificidade das técnicas atuais disponíveis, vem de encontro às          
necessidades e demandas clínicas do momento.  

Dentro deste contexto, a citometria de fluxo (CF) mostra-se como uma           
ferramenta importante no auxílio a um diagnóstico mais rápido e preciso na            

identificação e distinção deste grupo de tumores sólidos da infância.  

Abordaremos neste trabalho uma revisão bibliográfica das cinco principais         
neoplasias de pequenas células azuis da infância: NB, SE, PNET, TW e RMS             

com os imunofenótipos distintos identificados pela CF e uma análise          
imunofenotípica de diferentes espécimes como medula óssea (MO), sangue         

periférico (SP), tumor primário (TP), nódulo hepático (NH) e fragmento da costela            

(FC) de pacientes com suspeita/diagnóstico de NB frente a uma análise           
comparativa com o exame anatomopatológico. 

12 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2. REVISÃO DA LITERATURA 
 
Baseada no artigo de revisão aceito para publicação no Jornal Brasileiro de            

Patologia e Medicina Laboratorial. 
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2.1 Neuroblastoma 
O neuroblastoma é o tumor sólido extracraniano mais comum na infância (0            

a 11 anos), sendo responsável por 8-10% de todas as neoplasias nesta faixa             
etária e corresponde a 25-50 casos por milhão de indivíduos.​8-11 ​Sua etiologia é             

pouco conhecida porém, devido à sua incidência maior em lactentes, alguns           

autores sugerem que fatores pré-concepcionais ou eventos gestacionais (ex:         
diabetes gestacional, deficiência de ácido fólico, exposição a drogas, hormônios,          

toxinas ou vírus) possam ter relevância no seu desenvolvimento.​12-15 Apesar de           
várias alterações genéticas terem sido observadas nestas neoplasias, incluindo         

alterações cromossômicas, polimorfismo e amplificações genéticas, não há, até         

hoje, uma alteração patognomônica de diagnóstico.​11 

A origem do NB ocorre nas células da crista neural e geralmente se             

desenvolve a partir da medula adrenal, podendo também ocorrer em gânglios           
simpáticos.​16 ​Em 70% dos casos, o tumor está localizado no abdômen (25% no             

gânglio simpático e 40% na medula adrenal,​9 15% no tórax, 5% na região cervical              

e 5% no gânglio simpático pélvico).​17,18 Aproximadamente metade destes tumores          
apresentam doença localizada ou regional,​19 enquanto os outros 50% já          

apresentam metástases distantes por meio de disseminação linfática ou         
hematogênica no momento do diagnóstico.​20,21 

O tratamento a ser realizado é variável e dependente de vários fatores que             

contribuem para a classificação do grupo de risco do paciente. A maior parte dos              
protocolos internacionais usa os seguintes critérios na definição de risco: idade ao            
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diagnóstico, status da amplificação do gene N-MYC (​Proto-oncogene protein         

N-myc​), ploidia do DNA, histologia e INSS (​International Neuroblastoma Staging          

Syste​m), anormalidades genéticas, permitindo classificar o paciente em baixo,         

intermediário e alto risco.​22,23 Também é importante avaliar a elevação do ácido            
vanilmandélico e do ácido homovanílico (que podem ser detectados em 90% de            

todos os pacientes com NB),​11 ​ferritina sérica e do lactato desidrogenase (LDH),            

os quais podem indicar pior prognóstico.​24 

Do ponto de vista molecular, o sequenciamento de genes candidatos          

identificou mutações no ALK (​Anaplastic Lymphoma Kinase​) em mais de 50% dos            
casos familiares e em 5% a 15% dos casos esporádicos de NB.​25 ​O ALK é um                

expansor oncogênico que causa uma proliferação descontrolada e propriedades         

de sobrevivência nas células do NB.​24 

Com os dados disponíveis atualmente na literatura, sabe-se que a          

amplificação do gene N-MYC e a ploidia de DNA têm as implicações prognósticas             
mais importantes para a patologia.​24 Nos pacientes que apresentam riscos baixo e            

intermediário e tumores localizados, tanto a taxa de cura quanto a taxa de             

sobrevida são superiores a 90%​26​, já nos casos de alto risco, essas taxas caem              
para 40-50%.​27,28 

 

2.1.1 Perfil imunofenotípico do neuroblastoma por Citometria de Fluxo 

A imunofenotipagem por CF pode ser utilizada no diagnóstico de NB pela            
análise do TP, na avaliação da disseminação da doença no SP e MO, bem como               

no acompanhamento do tratamento através da pesquisa de Doença Residual          
Mensurável (DRM).​29,30 

Nas últimas décadas, diversos pesquisadores testaram diferentes       

combinações de anticorpos monoclonais com o objetivo de obter uma maior           
especificidade nas células tumorais. No ano de 1998, Komada ​et al​. utilizaram            

uma combinação de CD9/CD56/CD45 para detecção de células residuais de NB           
na MO e SP. Neste estudo, fizeram análises simultâneas com diferentes           

fluorocromos e evidenciaram uma população celular distinta com o fenótipo          

CD9​+​/CD56​+​/CD45​–​, sugerindo a presença de células de NB metastáticas. Já no           
ano 2000, Nagai ​et al. concluiu que a combinação de CD81​+​/CD56​+​/CD45​- era            
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mais sensível e específica para detecção de DRM para NB. Foi comparado a             

reatividade do CD81 com o CD9, sendo observado uma maior sensibilidade do            
CD81 possivelmente devido à interferência do CD9 na marcação de plaquetas.​31 

Em 2002, Warzynski et al. utilizaram os marcadores já anteriormente          
descritos para identificar as células de NB e estudaram dois novos marcadores: a             

proteína de membrana disialogangliosídeo (GD2) e a enzima enolase         

neuro-específica intracitoplasmática (cyNSE). Com esta pesquisa concluíram que        
as células de neuroblastoma são CD45​-​/CD56​+​forte/GD2​+​/cyNSE​+​.​32 

Baseado no trabalho de Facio ​et al. de 2013 a positividade para os             
marcadores CD56 forte, CD81, CD9, CD90, GD2 e a negatividade para o CD45 é              

característico de NB, conforme ​Figura 1.​33 

 

Figura 1. Diagramas de ​dot plot ilustrando a população de neuroblastoma, cujo fenótipo é representado por:                
CD45-/CD56+forte/CD90+/CD81+/CD9+/GD2+.   

Adaptado de: Facio, C.S.F ​et al. Contribution of Multiparameter Flow Cytometry Immunophenotyping to the Diagnostic               
Screening and Classification of Pediatric Cancer. Plos One, 2013. 
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2.1.2 Avaliação do Índice de Ploidia de neuroblastoma por Citometria de           
Fluxo 

A ploidia é um fator importante e útil para a classificação de risco e              

prognóstico do paciente com NB. Esta análise pode ser estabelecida através da            
CF e métodos citogenéticos (FISH - ​Fluorescent In Situ Hybridization​).​34,35 

As alterações na ploidia da célula tumoral são resultado de uma alteração            

na função mitótica, relacionada à taxa de proliferação celular. É um indicador de             
prognóstico em vários tipos de tumores.​36,37 

Em 1984, ​Look et al. relatou que índices mais elevados de DNA estavam             
associados a uma melhor resposta terapêutica em bebês com tumores          

irressecáveis. É claramente observado em inúmeros casos de NB em crianças           

menores de 12 meses de idade, apresentam um melhor prognóstico comparado a            
pacientes mais velhos. Entretanto, até NB de lactentes, quando hipodiploides,          

apresentam maior chance de falha terapêutica precoce.​36,38 ​Já um resultado          
favorável para o prognóstico está associado à aneuploidia na linhagem de           

células-tronco e baixa porcentagem de células tumorais nas fases S, G2 e M do              

ciclo celular.​39 A influência da ploidia em relação ao prognóstico parece ser            
perdida após os 2 anos de idade.​40 

Já em 1987, Kaneko et al. mostraram a associação entre tumores triplóides            
e o prognóstico favorável, enquanto que os tumores diplóides e tetraplóides foram            

associados a estadios mais avançados, casos semelhantes foram descritos por          

outros autores.​41-44  

A análise do conteúdo de DNA por CF é utilizada para revelar a ploidia e               

estimar a proliferação através da distribuição dos ciclos celulares em populações           
de células normais e tumorais.​45 

Para a identificação da ploidia do neuroblastoma, por CF, é utilizado um            

anticorpo monoclonal conjugado com um fluorocromo, geralmente CD56, que         
permite a identificação das células neoplásicas presentes na amostra e um           

corante de ligação de DNA chamado iodeto de propídio (IP), o qual permite             
realizar uma análise de conteúdo do DNA das células neoplásicas em           

contrapartida com o conteúdo do DNA das células normais diplóides.​46 
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A comparação do conteúdo relativo de DNA no pico das fases G0/G1 das             

células tumorais com o das células normais permite a detecção de aneuploidias.            
O índice de DNA é calculado dividindo o valor da intensidade média de             

fluorescência (IMF) do IP da população tumoral pela IMF do IP da população de              
referência (células normais)​47​, ​Figura 2. 

 

 

Figura 2.​ Histogramas de DNA mensurados por citometria de fluxo.    

Adaptado de: CYCLOSCOPE-REAGENT KIT 
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2.1.3 Diagnóstico anatomopatológico e imuno-histoquímico de      
neuroblastoma comparado a citometria de fluxo 

No diagnóstico histopatológico, a maioria destes tumores pertence ao         

grupo de “tumores de células pequenas redondas e azuis”, caracterizados por           
células indiferenciadas, pequenas e redondas, usualmente de difícil diagnóstico         

morfológico.​48,49 

No ano de 1999, o INPC (​International Neuroblastoma Pathology         

Classification​), baseado na primeira classificação de Shimada 1984, acrescentou         

algumas informações relacionadas a histologia do tumor. O NB é dividido em 3             
subtipos: indiferenciado, pouco diferenciado e diferenciado.​50 ​O exame        

histopatológico convencional, associado a técnica de imuno-histoquímica, é o         
padrão-ouro para o diagnóstico de neuroblastoma.​33 

Em 2018, Szánthó ​et al. fizeram um estudo onde tinham como objetivo            

comparar a eficácia diagnóstica entre a CF e a morfologia / imuno-histoquímica na             
detecção de células tumorais disseminadas na MO e fluidos corporais de           

pacientes com tumores sólidos. Foram analisadas 36 amostras de 16 pacientes           
com suspeita/diagnóstico de NB que apresentaram uma concordância entre as          

duas metodologias de 65% para a presença de doença. Foi visto que a detecção              

de células tumorais disseminadas é mais eficaz na CF do que na IHQ (100%              
versus 86%, respectivamente). A vantagem da CF foi ainda maior quando           

avaliaram DRM, onde a eficácia foi de 92% versus 68%. Além disso, outra             
vantagem da CF é poder analisar mais células de um material mesmo em             

amostras hipoplásicas.​51 

Assim sendo, a CF permite agilidade diagnóstica e sensibilidade de          
estadiamento do NB com início de tratamento mais adequado e precoce. 

 

2.2 Sarcoma de Ewing e Tumor Neuroectodérmico Primitivo 

 Denomina-se sarcoma de Ewing o tumor cujas células são indiferenciadas,          

e c​omo tumor neuroectodérmico primitivo aquele com células que apresentam          
diferenciação neural.​49,52,53 
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O SE normalmente é localizado em ossos longos e na pelve, raramente            

origina-se em tecidos extra-ósseos e excepcionalmente no espaço epidural         
raquiano.​54 Estima-se que a incidência de SE responde por cerca de 6% a 10%              

dos tumores ósseos malig​nos primários, sendo, portanto, o quarto mais frequente           
deste ​grupo de lesões,​55 enquanto, PNET representa 4% dos tumores de partes            

moles.​56 

O diagnóstico diferencial entre o SE e os demais PNET é baseado na             
história do paciente, exame físico, exames de imagem, além da análise AP e             

IHQ​.​53,57,58  
   

2.2.1 Perfil imunofenotípico do Sarcoma de Ewing e Tumor         
Neuroectodérmico Primitivo por Citometria de Fluxo 

Em 2003, Chang ​et al. ​relataram um caso de SE positivo para CD56,             

CD99, CD90 e CD117 p​or CF.​59 Já o estudo de Dubois ​et al. (2010)​, identificou               
células CD99​+​/CD45​- em amostras de SP e MO de pacientes com SE e             

publicaram a utilização de CD99, CD45, CD14 e CD34, sendo o CD14 p​ara a              

exclusão de monócitos e o CD34 de progenitores hematopoiéticos, tornando essa           
a estratégia para detecção de DRM de SE.​60 

Os anticorpos GD2 e CD271 publicados no trabalho de Facio ​et al. ​e foram              
os marcadores mais úteis para diferenciar NB (GD2​forte e CD271​negativo/fraco​) ​dos           

demais PNET (GD2​negativo/fraco ​e CD271​forte​). Estes resultados sustentam a hipótese          

que a expressão forte de CD271 obser​vada nos PNET pode estar associada à             
origem das células-tronco mesenquimais desses tumores.​33 

Estes estudos mostram o potencial do uso destes marcadores na CF no            
diagnóstico e diferenciação destas neoplasias.​61 

 

2.3 Tumor de Wilms 

O tumor de Wilms, também conhecido como nefroblastoma, é o tumor           
primário renal mais ​comum da infância, correspondendo a 6% dos diagnósticos           

de câncer pediátrico. A média de idade ao diagnóstico é de 3-5 anos.​62 Estima-se              
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que na Europa a cada ano, 1000 novos casos são diagnosticados com essa             

patologia.​63 

O diagnóstico é realizado associando-se métodos de imagem, achados         

cirúrgicos e histológicos.​64 O prognóstico dos pacientes com tumores com          
histologia favorável tem melhorado nas últimas décadas, alcançando taxas de          

sobrevida de 90% em quatro anos. 

 

2.3.1 Perfil imunofenotípico do Tumor de Wilms por Citometria de Fluxo 

Na análise de células do TW, Pode-Shakked ​et al. em 2009, descreveram            
expressão variada de alguns marcadores de células hematopoiéticas (CD34,         

CD117, CD133), marcadores de células mesenquim​ais (CD105, CD90, CD44),         

marcadores relacionados a câncer (CD133, MDR1) em associação com a          
positividade para NCAM (​Neural cell adhesion molecule​), também chamado de          

CD56, e a fração de “células tronco tumorais”. Estes autores ainda sugerem que o              
NCAM é também um marcador de células progenitoras renais malignas de TW.65 

Em 2010, Royer-Pokora et al. caracterizaram e estabeleceram cinco         

células de linhagem oriundas do TW com mutação WT1 quanto à expressão de             
genes e proteínas que já haviam sido descritos nas células-tronco mesenquimais           

e no mesoderma paraxial (CD73, CD90 e CD105). Os resultados deste estudo            
evidencia a capacidade limitada de diferenciar Wilms das linhagens         

mesenquimais, pois o perfil de expressão gênica demonstram que as linhagens           

celulares do TW são muito semelhantes às das células-tronco mesenquimais          
humanas, por possuírem as mesmas expressões de proteínas de superfície.          

Também neste estudo, concluíram que TW com mutações no gene WT1 têm            
características específicas do mesoderma paraxial, que é a fonte de células           

estromais renais.​66 

No estudo de Facio ​et al. (2013) foram caracterizados dois pacientes com            
tumor de Wilms. Ambos mostraram populações de células tumorais         

(coexistentes), porém claramente distintas fenotipicamente, sendo positivo para:        
CD56 e CD58, e negativo para CD45, CD99, GD2, nuM​YOD1, ​nu​Miogenina,           

CD10 ​e NG2, ​mas com reatividade distinta (expressão negativa versus positiva)           

para CD90, EpCAM e CD57.​33 Essas observações de marcadores estão          
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alinhadas co​m a coexistência relatada de epitélio (por exemplo, EpCAM​+, CD90​-​)           

e componentes celulares mesenquimais (EpCAM​-​, CD90​+​) em TW por         
histopatologia.​65,67,68 Estes dados mostram outro uso potencial da CF:         

compreender melhor a heterogeneidade tumoral. 
 

2.4 Rabdomiossarcoma 

O rabdomiossarcoma, por sua vez, é um raro sarcoma de tecidos moles de             
origem mesenquimal, com evidência de diferenciação de células musculares         

estriadas. Corresponde a 2,9% de todos os cânceres pediátricos dos Estados           
Unidos e sua incidência é de 4,5 casos/milhão de crianças e adolescentes por             

ano. É o terceiro tumor extracraniano mais comum em crianças depois do NB e              

TW e te​m aproximadamente 50% de todos os casos de diagnósticos em crianças             
menores de 10 anos de idade.​69,70 

O sítio primário mais comum de RMS é a região da cabeça e pescoço,              
seguida pelo trato gênito-urinário, extremidades, tórax e retroperitônio. Os         

subsítios tumorais na região da cabeça e pescoço incluem a órbita, os sítios             

parameníngeos (nasofaringe, cavidade nasal, seios paranasais, osso temporal,        
fossa pterigopalatina e fossa infratemporal) e os sítios não parameníngeos. Os           

tumores que invadem apenas a órbita têm melhor prognós​tico.​71 

O diagnóstico é baseado na história clínica, exame físico, exames          

laboratoriais (​hemograma, perfil bioquímico e enzimas hepáticas),       

nasofibroscopia, tomografia computadorizada, ressonância magnética e biópsia       
com AP.​71 

 

2.4.1 ​Perfil imunofenotípico do ​Rabdomiossarcoma ​por Citometria de Fluxo 

Nos últimos anos, houve uma evolução no uso da CF para o diagnóstico de              

metástases em MO de pacientes com RMS. 
Shen ​et al. ​(2014), avaliaram onze pacientes com suspeita de metástase,           

comparando análise morfológica (padrão-ouro) à CF de aspirado de MO. Neste           
estudo pode-se observar ​a positividade para células malignas em t​rês pacientes           

através do exame AP e em quatro pacientes através da CF. Todos os três casos               
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positivos no AP foram também positivos na CF, sendo que esta última detectou             

positividade em um paciente a mais. A porcentagem de células detectadas nos            
quatro casos positivos pela CF foi de 29,3%, 12,3%, 6,8% e 0,35% sobre o total               

de células nucleadas, mostrando uma boa sensibilidade. O caso         
morfologicamente negativo, mas com nível de detecção celular de 0,35% por CF,            

levou os pesquisadores a fazerem uma reanálise morfológica concluindo que o           

resultado era positivo para células neoplásicas.​72 

Hoje utiliza-se o fenótip​o CD45​-​/CD56​+​/CD90​+​/miogenina​+ ​para diagnóstico       

de RMS, sendo que pode haver uma expressão variável de CD5​7. ​Este perfil é              
semelhante ao perfil imunofenotípico de NB, porém a utilização de GD2 auxilia na             

diferenciação destas duas neoplasias, já que é somente positivo no NB.​72 

Diante dos trabalhos referenciados, a ​CF é apontada como uma ferramenta           
sensível na detecção e na extensão tumoral destas patologias. Novas          

p​ossibilidades de identificação de células tumorais circulantes por meio da CF,           
sugerem aumentar a precisão destes achados. 

Contemplando as patologias descritas nesta revisão, a ​Figura 3 ​ilustra os           

diferentes fenótipos dos tumores sólidos da infância com um perfil característico           
de cada entidade. 

 
Figura 3.​ Padrão de expressão dos marcadores imunofenotípicos de alguns tumores sólidos pediátricos. 
Adaptado de: Facio, C.S.F ​et al. ​Contribution of Multiparameter Flow Cytometry Immunophenotyping to the Diagnostic               
Screening and Classification of Pediatric Cancer. Plos One, 2013. 

 

 
 

2.5  Estratégias para localizar e selecionar as informações 

Esta revisão da literatura está focada na análise dos principais tumores           

sólidos da infância e na quantificação do índice de ploidia de pacientes com             
neuroblastoma por citometria de fluxo. A estratégia de busca envolveu as           
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seguintes bases de dados: PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed),      

SciELO (http://www.scielo.org) e CAPES (http://www.periodicos.capes.gov.br) no      
período de 1984 a 2019.  

 

Figura 4. Estratégia de busca de referências bibliográficas sobre as bases que fundamentam os objetivos               

deste estudo. Este é o resultado da busca da combinação das palavras-chave. Elaborado pela Autora (2020).  

3.  MARCO CONCEITUAL 
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   Figura 5.​ Marco conceitual do neuroblastoma. Elaborado pela autora (2020) 
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4. JUSTIFICATIVA 

O Neuroblastoma é uma neoplasia de pequenas células azuis que          
necessita de confirmação diagnóstica através de metodologias trabalhosas que         

exigem vários dias para a execução e análise. 
Ao mesmo tempo, por serem doenças de alto índice mitótico, o diagnóstico            

e tratamento precoces são importantes. A implementação das técnicas para          

caracterização da doença e análise do Índice de DNA por Citometria de Fluxo são              
um avanço laboratorial por serem exames de rápida liberação e extrema           

sensibilidade.  
Este trabalho permitirá a incorporação da análise imunofenotípica,        

contribuindo para o diagnóstico, prognóstico e acompanhamento de tratamento         

dos pacientes com suspeita ou diagnóstico de Neuroblastoma.  
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo Primário 

Implementar na Unidade de Diagnóstico Especializado do Serviço de         

Diagnóstico Laboratorial do Hospital de Clínicas de Porto Alegre a técnica de            
identificação das células fenotipicamente caracterizadas como neuroblastoma       

tanto no sítio primário quanto em sangue periférico e medula óssea por Citometria             

de Fluxo. 

5.2 Objetivos Secundários 

● Analisar a correlação da disseminação da doença através da análise do           
sangue periférico e medula óssea por citometria de fluxo e a presença de             

metástases identificadas através do exame imuno-histoquímico; 

● Determinar o índice de DNA por CF; 
● Descrever as características clínicas dos pacientes com neuroblastoma:        

idade do paciente, estadio conforme classificação do Sistema de         
Estadiamento Internacional para Neuroblastoma (INSS), histopatologia,      

amplificação do gene N-MYC; 

● Avaliar o impacto da CF na mudança de estratificação de risco em            
pacientes. 
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Abstract 
In recent years, there has been an expansion in the use of flow cytometry (FC)               
immunophenotyping in the diagnosis and monitoring of childhood solid neoplasms.          

Neuroblastoma (NB), in turn, is the most common extracranial solid tumor in            
childhood. In the present study, we sought to compare FC and           

anatomopathological examination (PA) of children diagnosed or suspected with         

NB. The median age was 59 months (minimum 0; maximum 325 months), of these              
12 were male (57.1%, 12/21). Forty-eight samples (27 bone marrow (BM), 10            

peripheral blood (PB), 8 primary tumors (PT) and 2 liver nodules (HN) and 1 rib               
fragment (RF) from 21 patients were evaluated. Twenty-nine samples were          

patients with suspected and 19 samples already had a previously confirmed           

diagnosis. Thirteen samples (7 BM, 5 PT and 1 HN) presented NB when analyzed              
in FC while 8 (3 BM and 5 PT) samples were positive for NB in ​​the                

anatomopathological. They were concordant in 88.9% of the cases. No NB cells            
were identified in any PB. Considering the PA as the gold standard, the FC              

obtained a sensitivity of 100%, a specificity of 86%, a positive predictive value of              

67% and a negative predictive value of 100%. This study demonstrates that FC             
can be used as a diagnostic and assessment methodology for NB impairment. In             

addition, FC has the advantage of allowing a quick diagnosis and accurate            
classification of the disease, and can also assist in monitoring the treatment. 

 
Keywords: ​Neuroblastoma; Oncology; Pediatrics; Flow Cytometry;      
Immunohistochemistry; Diagnosis. 
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Childhood solid tumors are diseases that are characterized by the abnormal           

growth of cells in a given tissue, except for hematopoietic tissue (1,2). These             
neoplasms represent about 30% of all pediatric cancers. The most common types            

are brain tumors, neuroblastoma (NB), rhabdomyosarcoma (RMS), Wilms' tumor         
(TW) and osteosarcoma (3). 

NB is the most common extracranial solid tumor in childhood, accounting           

for 8-10% of all neoplasms in this age group, corresponding to 25 to 50 cases per                
million individuals (4-7). Its etiology is unknown, however, due to its higher            

incidence in infants, some authors suggest that preconceptional factors or          
gestational events may be relevant to their development (8-11). Although several           

genetic alterations have been observed in these neoplasms, including         

chromosomal alterations, polymorphism and genetic amplifications, there is, until         
today, no pathognomonic alteration for diagnosis (7). 

The origin of NB occurs in the cells of the neural crest and usually develops               
from the adrenal medulla, and can also occur in sympathetic ganglia (12). In 70%              

of cases, the tumor is located in the abdomen (25% in the sympathetic ganglion              

and 40% in the adrenal medulla (5), 15% in the chest, 5% in the cervical region                
and 5% in the pelvic sympathetic ganglion) (13,14 ). Approximately half of them             

have localized or regional disease (15), while the other 50% already have distant             
metastases through lymphatic or hematogenous dissemination at the time of          

diagnosis (16,17). 

With the data currently available in the literature, it is known that            
amplification of the MYCN gene and DNA ploidy have important prognostic           

implications in this pathology (18). Both the cure rate and the survival rate are              
greater than 90% (19) in patients with low and intermediate risks and localized             

tumors, while in high-risk cases, these rates drop to less than 50% (20,21).  

Another factor that influences the prognosis is ploidy. Neuroblastomas with          
hyperdiploid cells tend to be associated with the early stages of the disease,             

respond better to chemotherapy and usually have a more favorable prognosis than            
diploid cells (21). 

Within this context, the use of laboratory methods such as Flow Cytometry            

(FC), can be useful both in the diagnosis and in the risk stratification of NB,               
through the phenotypic detection of tumor cells, in the analysis of the DNA index,              
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in the evaluation of the dissemination of the disease in peripheral blood (PB) and              

bone marrow (BM), as well as in the monitoring of treatment through the study of               
Measurable Residual Disease (MRD) (22,23). In addition to the applications          

already mentioned for FC, we can consider as its main advantages, the diagnostic             
agility and sensitivity provided by the multiparametric method. 

The aim of this study was to use CF as a tool in the evaluation of different                 

specimens of patients with suspected/diagnosed NB and to compare the results           
found with immunohistochemistry (IHC), a laboratory method considered the gold          

standard for the diagnosis of this pathology. 
 

Materials and methods 

Patients and samples 
Twenty-one pediatric patients with suspected/diagnosed NB from 3        

reference hospitals in Porto Alegre, Brazil, from May 2019 to August 2020 were             
studied. Forty-eight samples were evaluated, 27 of which were bone marrow, 10 of             

peripheral blood, 8 of primary tumors (PT), 2 of hepatic nodules (HN) and 1 of rib                

fragment (RF). Twenty-nine samples were patients with suspected and 19          
samples were patients already had a previously confirmed diagnosis. 

 
Ethical aspects 

The study was approved by the ethics committee of the proposing           

institution, with secondary approvals from the ethics committees of all participating           
centers (CAAE: 89566018.8.0000.5327; 89566018.8.3001.5330;    

89566018.8.3003.5530). All those responsible for the patients signed the Informed          
consent form (ICF). 

The medical records of patients were reviewed for demographic data (sex,           

date of birth), presentation at diagnosis (date of diagnosis, amplification status of            
the MYCN gene, DNA ploidy, histological and staging according to INSS           

(International Neuroblastoma Staging System). 
 
Flow cytometry  
Collection of samples of tissues and body fluids 
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The BM and PB samples were collected in tubes with EDTA anticoagulant,            

while PT, HN and RF were stored in a sterile flask with RPMI (Roswell Park               
Memorial Institute) to maintain the integrity of the material cells. The samples were             

transported under refrigeration at 2 to 8°C and immediately processed when they            
arrived at the laboratory. 

 

Sample preparation  
The preparation and marking of the samples followed the protocols of the            

EuroFlow consortium (​https://euroflow.org/protocols​) (24). 
The antibodies used in the immunophenotypic panel for the characterization          

of NB were adapted from the works by Facio ​et al. 2013 and Theodorakos et al.                

2019. This panel consists of: CD9 Pacific Blue (clone MEM-61, EXBIO), CD45            
Pacific Orange (clone HI30, Invitrogen), CD73 PE (clone AD-2, BD - Becton            

Dickinson), GD2 PerCP-CY5.5 (clone 14.G2a, BD), CD56 PE-CY7 (clone N901,          
Beckman Coulter), CD90 APC (clone 5E.10, BD) and CD81 APC-H7 (clone JS-81,            

BD) (25,31). 

 
DNA Ploidy  

For the analysis of the DNA index, the CYCLOSCOPE-REAGENT KIT          
(Cytognos SL, Salamanca, Spain) and the monoclonal antibody CD56 FITC (clone           

N-CAM, BD) were used. 

  
 

 
Acquisition of samples 

Immediately at the end of sample preparation, all materials were cell count            

at low speed using the FACSCanto II Cytometer (BD, San Jose, California, USA). 
 

Analyses of samples 

Data analysis was performed using Infinicyt™ software (Cytognos SL,         

Salamanca, Spain) and the NB cells were identified by the immunophenotype:           

CD56​+​/CD81​+​/CD9​+​/CD90​+​/GD2​+​/CD73​-​/CD45​- (25,31), the minimum sensitivity     
considered was 50 events. 
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Statistical analysis 
The number of individuals was obtained through samples of convenience.          

The statistical analyzes were performed using the Statistical Package for the           
Social Science software version 21.0 (SPSS, Chicago, IL, USA). Central tendency,           

dispersion and distribution measures were used, depending on the distribution and           

normalit​y. ​P​ values < 0.05 was considered statistically significant. 
 

Results 
The 21 patients evaluated had a median age of 59 months (minimum 0;             

maximum 325 months), with 57.1% being male (12/21). 

Only 2 patients had amplification of the MYCN gene. Regarding the INSS            
staging, 5 patients were clinically classified in stage 3 and 6 patients in stage 4. Of                

these, none underwent changes regarding staging due to the result of FC. 
Of the 48 samples analyzed, 13 samples were positive for NB by FC             

(Figure 1) (7 in BM, 5 in PT and 1 in HN) and 8 were positive for PA/IHC (3 in BM                     

and 5 in PT). 
One sample of BM that was positive in FC was not analyzed by IHC ​(Table               

1). All FC samples for assessing the spread of NB in ​​PB were negative. The               
methods were consistent in 88.9% of the cases. Considering the PA as the gold              

standard, FC obtained a sensitivity of 100%, a specificity of 86%, a positive             

predictive value of 67% and a negative predictive value of 100%.  
As for the time to release the results between the two methodologies, the             

median in FC was 30 hours and 19 minutes and in the IHC it was 94 hours and 49                   
minutes (​P​ < 0.05). 

In 4 of the 5 PT samples positive for NB, the analysis of the DNA index was                 

performed, which was 0.93, 0.94, 1.03 and 1.04, thus they fit in almost diploid              
samples (DNA index up to 1.18) (26). 
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  Table 1. ​Sample characteristics
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                 Figura 1. ​Dot plot diagrams illustrating the neuroblastoma population in a bone marrow sample by 

flow cytometry.  
 
 

Discussion 
Pediatric cancers have similar morphological and histopathological       

characteristics because they are mainly derived from early lymphoid precursors          

and embryonic mesenchymal and neuroectodermal precursors. Thus, the        
diagnosis of most of these tumors often requires additional characterization of the            

neoplastic cells. For these reasons, IHC, FC, molecular biology tests, among           

other methodologies are extremely relevant (25,27-29). 
The need for a quick result is crucial in the diagnosis because it influences              

the patient's treatment protocol for an early start of treatment, with the possibility of              
a better therapeutic response (25,28,30). In this context, the availability of fast and             

sensitive techniques to accurately track the tumor cell line and establish the            

relevant differential diagnoses are essential. 
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In the NB, the investigation of the spread of the disease is part of the initial                

staging, allocation of treatment therapy and reassessment of the disease (31,32). 
The panel of antibodies used for our work included immunophenotypic          

markers characteristic of NB based on published studies (25,31). We add CD73,            
because mesenchymal cells are immunophenotypically similar to those of NB. The           

CD73 and CD13 antibodies are the most discriminative because they are highly            

positive for mesenchymal cells. The proper classification of populations is very           
important for an accurate classification of NB, especially in MRD (31). 

Although the sample number of our study is small, the data agree with the              
most frequent presentations described in the literature, where the disease affects           

infants and children mainly up to 10 years of age, most of them diagnosed before               

5 years of age, as well as a prevalence in males (32-34). 
In relation to one of the genetic alterations related to NB and mentioned in              

our research, the MYCN gene, two patients evaluated presented this amplification,           
both classified in stage 4 of the INSS, that is, of high risk. It is known that the                  

amplification of this gene is related to the degree of aggressiveness of this disease              

(35,36) 
Regarding the sensitivity of the method, Brahmi ​et al. in 2001, they reported             

that FC is more sensitive, objective and a quantitative methodology when           
compared to IHC (37). In 2019, Popov ​et al. also described a higher sensitivity in               

FC compared to IHC (38), such data are similar to those found in our research.               

Szántho et al​. in 2018, reported that even in hypoplastic/aplastic environments, FC            
is more effective when compared to IHC, since considerably more cells can be             

analyzed (39). These data are corroborated in our study, since in 4 samples, 3 BM               
(0.01, 0.02, 0.27​%) and 1 HN (4%), populations of NB by FC were identified and               

were not foun​d in the IHC. 

Another factor analyzed in our study was the tumor DNA index. The 4             
samples analyzed were almost diploid, two of them from a 4-stage INSS patient. In              

1991, Bourhis ​et al. evaluated the DNA ploidy index of a group of 59 patients with                
NB. Of these, 26 cases were diploid (DNA index =1) and 33 were aneuploid (DNA               

index >1). Most aneuploid tumors (84,8%) were almost triploid (DNA index           

between 1.25 and 1.68), 12,1% were almost diploid (DNA index up to 1.18) and              
3,0% were hypotetraploid (index of DNA up to 1.85) (26). In 2002, Brodeur ​et al.               
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reported that almost diploid patients with INSS 3-4 staging are at intermediate to             

high risk in NB, while hyperdiploid patients demonstrate low risk, this is due to              
hyperdiploid neoplasms showing a propensity to have more apoptosis during          

treatment antineoplastic (40). There are data in the literature that the influence of             
the ploidy index on the prognosis seems to be lost after 2 years of age (41). 

Through this study, we can confirm that FC is an applicable, fast and safe              

methodology in the diagnosis and monitoring of children with neuroblastoma, and           
can be used in addition to traditional methods such as IHC to increase sensitivity              

and diagnostic accuracy. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os diversos parâmetros que são levados em consideração para classificar          
o grupo de risco do paciente com NB tem impacto na intensidade do tratamento e               

no prognóstico. Ter um diagnóstico inicial rápido e um acompanhamento com           
ampla sensibilidade/especificidade da doença são de extrema valia para um          

resultado favorável. 

O constante progresso de aplicações e sensibilidade da CF faz com que            
ela se torne uma metodologia essencial e de uma grande importância na área             

clínica e laboratorial. 
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
A partir dos dados obtidos neste trabalho, foi possível implementar e           

disponibilizar para assistência dois novos testes no Serviço de Diagnóstico          
Laboratorial do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. Sendo, um destes testes o             

painel imunofenotípico para caracterização de neuroblastoma e o outro, a análise           

do índice de ploidia, um exame importante para o prognóstico dos pacientes            
portadores de neuroblastoma. 

Novos estudos poderão ser realizados com o intuito de analisar a           
viabilidade da amostra de tumor primário em diferentes condições de          

armazenamento; ampliação da metodologia em outros tumores de pequenas         

células azuis da infância; aumento do tamanho amostral; estabelecer correlação          
com a evolução clínica; e tornar a citometria de fluxo uma metodologia            

padrão-ouro para o diagnóstico/acompanhamento do neuroblastoma. 
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Anexo 1 
 

Artigo de revisão aceito para publicação no Jornal Brasileiro de Patologia e            

Medicina Laboratorial. 

Data de submissão: 22/04/2020 
Data de aceite: 05/05/2020 
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Anexo 2 
STROBE 

 

Statement - checklist of items that should be included in reports of observational studies 
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