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INTRODUCAO

O perfilamento gendmico por bidpsia li-
quida e a analise de DNA tumoral circulante
(ctDNA) representam ferramentas de grande re-
levancia e transformacdo para a medicina de
precisao em onco-hematologia. Diferentemente
da autdpsia tecidual convencional ou do aspi-
rado de medula 6ssea — procedimentos invasi-
vos e muitas vezes limitados por viés espacial
—, 0 sequenciamento de nova geragdo (NGS)
do ctDNA derivado do plasma permite mapear
dinamicamente a carga tumoral total do orga-
nismo. A deteccdo de alteragdes genéticas em
neoplasias hematoldgicas e linfomas possibilita
a identificagdo de mutagdes acionaveis, a avali-
acao da heterogeneidade clonal inter e intralesi-
onal e o monitoramento em tempo real da do-
enca residual mensuravel (DRM) e da resposta
terapéutica (TALOTTA et al., 2023; LI et al.,
2024; BISIG et al., 2025).

A aplicabilidade clinica do ctDNA abrange
um amplo espectro de desordens linfoides e mi-
eloides. Em estudos de coorte contendo amos-
tras de neoplasias hematologicas, a anélise de
biopsia liquida alcangou expressiva taxa de de-
teccdo de alteracdes patogénicas, identificando
genes criticamente alterados como TP53,
KRAS, MYDS88, BTK, BRAF, JAK2, FLT3 e
NPMI1 (MATA et al., 2024; XUE et al., 2024).
Além disso, observam-se variacdes significati-
vas na fracdo alélica somatica maxima (MSAF)
entre as entidades patologicas: enquanto neo-
plasias mieloides como a leucemia mieloide
aguda (LMA), as sindromes mielodisplasicas
(SMD) e as neoplasias mieloproliferativas
(NMP) apresentam valores medianos de MSAF
elevados, linfomas como o linfoma difuso de
grandes células B (DLBCL) e o linfoma de Ho-
dgkin (LH) exibem fracdes circulantes conside-
ravelmente mais baixas, demandando método-
logias de sequenciamento com alta sensibili-

dade analitica (MATA et al., 2024; MACO et
al., 2022).

No contexto das neoplasias B agressivas e
do linfoma de Hodgkin, a quantificacdo do
ctDNA vem se consolidando como um bio-
marcador prognoéstico independente e de preci-
sdo. Em metandlises recentes envolvendo o
DLBCL, a concentracao elevada de ctDNA no
baseline correlacionou-se com um risco signi-
ficativamente maior de progressdo da doenca.
A acuracia prognoéstica do ctDNA se intensifica
ao longo do tratamento: a persisténcia de
ctDNA positivo ao final do esquema terapéu-
tico associa-se a uma elevagao drastica no risco
de recaida ou o6bito. Importante destacar a com-
plementaridade diagnostica entre o ctDNA e a
tomografia por emissao de positrons (PET-CT):
em pacientes com PET negativo ao fim do tra-
tamento, o ctDNA positivo demonstrou elevada
especificidade para a predi¢do de recaida futu-
ra, enquanto no PET positivo, um resultado de
ctDNA negativo foi capaz de reclassificar o
risco e afastar o insucesso terapéutico (FOR-
GHANI et al., 2025).

Além das neoplasias linfoides e mieloides
agudas, o perfilamento mutacional via ctDNA
tem demonstrado utilidade clinica na estratifi-
cacdo e progressao de gamopatias monoclonais
e mieloma multiplo (MM). Observa-se um in-
cremento progressivo no numero médio de mu-
tagoes detectadas via ctDNA a medida que a do-
encga avanc¢a da gamopatia monoclonal de sig-
nificado indeterminado (MGUS) para o mi-
eloma smoldering e o mieloma multiplo sinto-
matico, apresentando relevante concordincia
mutacional entre a medula 6ssea e o plasma no
MM. Mutagoes em RAS/RAF e TP53 mostram-
se marcadamente enriquecidas no plasma, com
alteracdes em TET2 atuando como forte predi-
tor de menor sobrevida livre de progressao.
Nesse contexto, a integragao do ctDNA a outros
biomarcadores gendmicos e de imagem nao
apenas amplia a avaliagdo prognostica e o diag-
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nodstico precoce de clones resistentes subclo-
nais, mas também viabiliza o acompanhamento
personalizado minimamente invasivo e conti-
nuo dos pacientes.

O objetivo deste estudo foi compreender de
que forma o perfilamento gendmico e a analise
do ctDNA por bidpsia liquida contribuem para
a estratificagdo de risco, o monitoramento da
resposta terapéutica e o avango das terapias de
precisdao na oncologia hematoldgica.

METODO

Trata-se de uma revisdo integrativa da
literatura realizada por pesquisas na base de
dados PubMed. Utilizaram-se os descritores:
"Circulating Tumor DNA", "ctDNA", "Liquid
Biopsy", "Hematological =~ Malignancies",
"Lymphoma", "Multiple Myeloma" e "Leuke-
mia". Os critérios de inclusdo foram: artigos
originais, revisdes narrativas e sistematicas
com metanalise; publicados em inglés e portu-
gués, entre 2021 e 2025; disponiveis na integra
e focados no valor clinico do ctDNA em neo-
plasias hematoldgicas. Excluiram-se estudos
fora do tema, sem dados sobre a utilidade do
ctDNA ou sem acesso ao texto completo. Os ar-
tigos selecionados foram submetidos a leitura
minuciosa para coleta de dados. Os resultados
foram apresentados de forma descritivo-quali-
tativa, abordando: sensibilidade, doenga resi-
dual mensuravel (MRD), estratificacdo de
risco, monitoramento terapéutico, padronizagao

técnica e vantagens frente as bidpsias invasivas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Biopsia liquida e ctDNA: o que esta
sendo medido?
A bidpsia liquida representa uma estratégia

de andlise de componentes tumorais presentes
em fluidos bioldgicos, principalmente sangue
periférico. Entre os principais analitos estdo o
DNA livre circulante (cfDNA), sua fragao deri-
vada das células neoplasicas, denominada DNA

tumoral circulante (ctDNA), células tumorais
circulantes e vesiculas extracelulares. No con-
texto das neoplasias hematologicas, o ctDNA
tem especial interesse porque permite acessar
informagdes moleculares relacionadas ao tumor
por meio de uma coleta sanguinea, possibili-
tando avaliacdes seriadas ao longo da historia
da doenca. O cfDNA ¢ constituido por fragmen-
tos de DNA liberados por diferentes células do
organismo, enquanto o ctDNA corresponde a
parcela derivada do tumor, podendo carregar
mutacoes somaticas, alteragdes de ntimero de
copias, rearranjos e outras alteragdes molécula-
res relacionadas a neoplasia (TALOTTA et al.,
2023; Ll et al., 2024).

Essa distingdo ¢ fundamental. A simples
presenca de uma variante no plasma nao signi-
fica, por si sd, que ela tenha origem tumoral.
Em neoplasias hematoldgicas, alteracdes asso-
ciadas a hematopoese clonal podem ser detec-
tadas no sangue mesmo na auséncia de doenga
neoplasica ativa, tornando a interpretacdo mo-
lecular mais complexa. Assim, o valor clinico
do ctDNA depende ndo apenas da capacidade
tecnologica de detectar uma variante, mas tam-
bém da atribuig¢do correta de sua origem e do
contexto clinico em que o resultado € interpre-
tado (MATA et al., 2024; XUE et al., 2024).

Um dos aspectos mais relevantes dessa tec-
nologia ¢ sua capacidade de oferecer uma foto-
grafia molecular dindmica da doenga. Enquanto
uma bidpsia tecidual representa um determi-
nado sitio anatdbmico em um momento especi-
fico, o ctDNA pode refletir alteragdes proveni-
entes de diferentes focos tumorais e ser acom-
panhado longitudinalmente por meio de coletas
repetidas. Em linfomas, essa caracteristica ¢
particularmente interessante diante da hetero-
geneidade intra e interlesional, permitindo
identificar alteracdes que podem ndo estar pre-
sentes no material obtido por uma Unica biopsia
(TALOTTA et al., 2023; MATA et al., 2024).
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Da coleta ao resultado: como o ctDNA é
analisado?
A utilizagdo clinica do ctDNA depende de

uma cadeia técnica que comega antes mesmo da
analise molecular. Apds a coleta de sangue pe-
riférico, o plasma deve ser separado de forma
adequada para reduzir a contaminagdo por
DNA gendmico derivado de leucocitos. Varia-
veis como tipo de tubo, tempo até o processa-
mento, temperatura, centrifuga¢do, armazena-
mento, ciclos de congelamento e descongela-
mento e método de extracdo podem modificar a
quantidade e a integridade do cfDNA e, conse-
quentemente, influenciar o resultado final
(XUE et al., 2024).

Apos a extragdo, diferentes plataformas po-
dem ser utilizadas. Métodos baseados em PCR
digital, particularmente a droplet digital PCR
(ddPCR), apresentam alta sensibilidade para
variantes previamente conhecidas ¢ podem ser
uteis quando ha um marcador molecular defi-
nido que sera acompanhado longitudinalmente.
Ja as estratégias baseadas em sequenciamento
de nova geracdo (NGS) permitem a investiga-
cdo simultanea de multiplos genes e alteragdes,
sendo utilizadas para perfilamento molecular,
genotipagem e identificagdo de alteragdes po-
tencialmente associadas a resposta ou resistén-
cia terapéutica. Outras abordagens incluem
sequenciamento de rearranjos de imunoglobuli-
nas, captura hibrida associada a identificadores
moleculares tnicos (UMIs), duplex sequencing
e estratégias baseadas em variantes faseadas,
como Phased Variant Enrichment and Detec-
tion Sequencing (PhasED-Seq) (TALOTTA et
al.,2023; Ll et al., 2024; MATA et al., 2024).

A escolha da plataforma deve ser orientada
pela pergunta clinica. Um painel amplo pode
ser mais apropriado para caracterizagdo mole-
cular inicial, enquanto uma estratégia persona-
lizada e altamente sensivel pode ser preferivel
quando o objetivo ¢ monitorar MRD em con-
centragdes muito baixas. Portanto, ndo existe

um Unico “teste de ctDNA”: existem diferentes
plataformas e desenhos analiticos, com diferen-
tes sensibilidades, limites de detec¢ao, custos e
aplicacoes clinicas. Essa distingdo ¢ essencial
para interpretar resultados aparentemente dis-
cordantes entre estudos (LI et al., 2024; LO-
CKWOOD et al., 2025).

Outro ponto central ¢ a diferenga entre en-
saios tumor-informed e tumor-naive. Nos en-
saios tumor-informed, altera¢des identificadas
previamente no tumor sdo utilizadas para cons-
truir um painel personalizado para o paciente,
permitindo rastrear de maneira altamente sensi-
vel clones tumorais especificos ao longo do tra-
tamento. Nos métodos tumor-naive ou plasma-
only, a investigagdo ¢ realizada diretamente no
sangue, sem necessariamente depender de ma-
terial tumoral previamente caracterizado, o que
facilita a logistica, mas torna a atribuicao de al-
gumas alteracdes ao tumor potencialmente mais
complexa. Na pratica, o desenho do ensaio deve
ser escolhido de acordo com a doenca, o obje-
tivo da andlise e a disponibilidade de material
diagnoéstico (TALOTTA et al., 2023; LI et al.,
2024).

Principais aplicacdes clinicas do ctDNA
Genotipagem e caracterizacao molecular
Uma das primeiras aplicagdes da biopsia li-

quida ¢ a caracteriza¢do genética da neoplasia.

Em diferentes doencas hematoldgicas, o
ctDNA pode identificar mutagdes associadas a
biologia tumoral, prognoéstico, resisténcia e po-
tencialmente a selecdo de terapias-alvo (TA-
LOTTA et al., 2023; Ll et al., 2024).

Em uma série de 271 amostras provenientes
de diferentes neoplasias hematoldgicas, altera-
coes patogénicas foram identificadas em 73,4%
das amostras analisadas. Foram observadas al-
teragOes caracteristicas de diferentes entidades,
incluindo TP53, KRAS, MYD88 ¢ BTK em lin-
fomas nao Hodgkin; TP53, KRAS, NRAS e

BRAF em neoplasias plasmocitarias; TP53,
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SF3B1, DNMT3A, TET2 e ASXL1 em sindro-
mes mielodisplasicas; JAK2 em neoplasias mi-
eloproliferativas; e FLT3, IDH2 e NPM1 em
leucemia mieloide aguda. O estudo também
mostrou que algumas alteragdes detectadas ex-
clusivamente no sangue eram predominante-
mente subclonais, sugerindo que a biopsia li-
quida pode acessar populagdes clonais presen-
tes em baixa frequéncia (MATA et al., 2024).
Esse aspecto modifica a concepgao tradici-
onal da bidpsia como representagdo estatica do
tumor. A possibilidade de acompanhar subclo-
nes ao longo do tempo permite estudar evolu-
cdo clonal e emergéncia de populagdes resisten-
tes. Contudo, essa mesma sensibilidade au-
menta a necessidade de distinguir mutagdes re-
lacionadas ao tumor daquelas decorrentes de
hematopoese clonal, especialmente em leuce-
mias, neoplasias mieloides e pacientes idosos
(MATA et al., 2024; XUE et al., 2024).

ctDNA e doenc¢a residual mensuravel

O principio € simples: apos o tratamento, a
auséncia de doenga detectdvel pelos métodos
convencionais ndo necessariamente significa
erradicacdo molecular completa do clone neo-
plésico. A persisténcia de DNA tumoral em ni-
veis muito baixos pode indicar doencga residual
potencialmente associada a recaida (TALOT-
TA et al., 2023; Ll et al., 2024).

Nos linfomas agressivos, particularmente
no linfoma difuso de grandes células B
(DLBCL), essa aplicagdo tem produzido alguns
dos resultados mais consistentes da literatura.
Estudos demonstraram que a reducdo precoce
do ctDNA durante o tratamento se associa a
melhor progndstico e que a persisténcia de
ctDNA ao final da terapia pode identificar paci-
entes com maior risco de progressao, mesmo
quando a avaliacdo convencional sugere res-
posta (ALCOCEBA et al., 2023).

E importante, entretanto, compreender que
MRD por ctDNA e resposta metabolica por

PET/CT nao representam exatamente a mesma
dimensao da doenga. O PET avalia atividade
metabolica em sitios anatdmicos identificaveis,
enquanto o ctDNA busca evidéncia molecular
de persisténcia tumoral sistémica. Dessa forma,
os métodos podem ser complementares, € nao
necessariamente concorrentes. Revisoes recen-
tes ressaltam que pacientes PET-negativos po-
dem permanecer ctDNA-positivos, situagcdo po-
tencialmente compativel com doenca residual
de baixo volume, enquanto resultados discor-
dantes exigem interpretagdo integrada ao con-
texto clinico (FORGHANI ef al., 2025).

O grande exemplo: linfoma difuso de
grandes células B
O DLBCL constitui provavelmente o me-

lhor modelo para compreender por que o
ctDNA ultrapassou o conceito de simples ferra-
menta experimental. No diagndstico, niveis ele-
vados de ctDNA apresentam associagdo com
maior carga tumoral e fatores clinicos de maior
risco. Em diferentes coortes, o ctDNA pré-tra-
tamento mostrou associa¢ao com desfechos de
sobrevida, enquanto a redugdo do ctDNA apds
os primeiros ciclos de tratamento esteve relaci-
onada a maior probabilidade de resposta e me-
lhores resultados clinicos (TALOTTA et al.,
2023; ALCOCEBA et al., 2023; LI et al.,
2024).

Em outro estudo, Alcoceba et al. identifica-
ram um marcador molecular em aproximada-
mente 90% dos pacientes avaliados por ctDNA.
Ap6s dois ciclos de tratamento, uma reducdo de
2,5 log no ctDNA, caracterizada como major
molecular response (MMR), esteve associada a
sobrevida livre de progressdo em dois anos de
76%, em comparacao com auséncia de pacien-
tes livres de progressdao no grupo que nao atin-
giu essa resposta molecular. A combinagdo da
resposta molecular com a redu¢ao do metabo-
lismo tumoral no PET/CT resultou em estratifi-
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cacdo prognostica ainda mais discriminativa
(ALCOCEBA et al., 2023).

Esses dados sdo particularmente importan-
tes porque demonstram que o valor da biopsia
liquida ndo esta apenas em dizer “ha ou ndo ha
DNA tumoral”, mas em observar a cinética mo-
lecular da doenca. Uma queda répida e pro-
funda do ctDNA durante o tratamento pode in-
dicar resposta molecular favoravel antes que a
avaliacdo convencional consiga demonstrar
toda a extensdo dessa mudangca (ALCOCEBA
etal., 2023; TALOTTA et al., 2023).

Uma revisao sistematica e metanalise publi-
cada em 2025, envolvendo 53 estudos, refor¢ou
essa associacdo. Niveis elevados de ctDNA no
diagnostico estiveram associados a maior risco
de progressao, com HR de 2,50, enquanto a po-
sitividade ao final do tratamento apresentou as-
sociagdo progndstica ainda mais forte, com HR
de 13,69. O estudo também demonstrou que,
em pacientes com PET negativo ao final do tra-
tamento, a positividade do ctDNA apresentou
especificidade de 90,8% para recaida subse-
quente, enquanto, nos pacientes com PET posi-
tivo, um resultado negativo de ctDNA reduziu
o risco de recaida, demonstrando o potencial da
integracdo entre avaliagdo molecular e metabo-
lica (FORGHANI et al., 2025).

Dados prospectivos mais recentes fortale-
cem essa evidéncia. No estudo DIRECT, 155
pacientes com linfoma de grandes cé€lulas B fo-
ram avaliados quanto a presenca de MRD base-
ada em variantes tumorais faseadas ao final da
primeira linha. A taxa de controle da doenga em
dois anos foi de 42% entre pacientes com MRD
detectavel e 95% entre aqueles sem MRD de-
tectavel, com HR de 13,7. O estudo demonstrou
ainda que a informag@o molecular acrescentava
valor progndstico a avalia¢do radioldgica con-
vencional. Ao mesmo tempo, a variagdo supe-
rior a duas ordens de magnitude no limite de de-
teccdo entre pacientes € a ocorréncia de MRD
persistente sem recaida em alguns casos de-

monstram que a interpretagao do teste nao pode
ser dissociada de suas caracteristicas analiticas
e biologicas (KRUPKA et al., 2026).

Portanto, no DLBCL, o ctDNA ja deixou de
ser apenas uma promessa de genotipagem.
Existe uma base substancial para considera-lo
um biomarcador prognostico de elevado inte-
resse € uma ferramenta de monitoramento mo-
lecular em desenvolvimento clinico. O ponto
ainda em aberto ¢ saber em que medida um re-
sultado molecular deve modificar efetivamente
a conduta terapéutica (FORGHANI et al.,
2025; KRUPKA et al., 2026).

Linfoma de Hodgkin: quando a
quantidade do ctDNA também se torna
informacao biologica

No linfoma de Hodgkin classico, a utiliza-
¢do do ctDNA apresenta um desafio particular
relacionado a biologia da doenca e a baixa
proporcao de células de Reed-Sternberg em re-
lacdo ao microambiente inflamatdrio. Apesar
disso, estudos demonstraram que o plasma pode
preservar informagdes moleculares importantes
sobre a neoplasia (MACO et al., 2022; TA-
LOTTA et al., 2023).

Em estudo prospectivo com 60 pacientes,
um painel de NGS direcionado a genes fre-
quentemente alterados no linfoma de Hodgkin
identificou variantes somaticas em 73,5% das
amostras de ctDNA com qualidade adequada.
Foram observadas alteragdes envolvendo genes
como SOCSI1, IGLLS, TNFAIP3, GNAI13,
STATG6 e B2M, demonstrando a capacidade do
ctDNA de reproduzir aspectos relevantes da bi-
ologia molecular da doenga. O estudo também
demonstrou associacdo entre maiores quanti-
dades de ctDNA e caracteristicas clinicas de
maior risco (CAMUS et al., 2021).

Essa observacdo ¢ particularmente rele-
vante porque a queda da quantidade de ctDNA
nao deve ser encarada apenas como “redugdo de
uma mutagdo”, mas como uma medida indireta
da diminuig¢do da populacdo clonal detectavel
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no sangue. Estudos anteriores e revisdes da area
j& haviam demonstrado associacdo entre redu-
¢ao importante do ctDNA durante o tratamento
e melhores desfechos clinicos (MACO et al.,
2022; TALOTTA et al., 2023).

Dados mais recentes reforcam essa relagao
progndstica. Uma revisdo sistematica com me-
tanalise individual de participantes, publicada
em 2026 e envolvendo 1.158 pacientes em dez
estudos, encontrou associagdo entre niveis ele-
vados de ctDNA no diagndstico e pior sobre-
vida livre de progressao, com fortalecimento do
valor prognostico nos momentos intermediario
e ao final do tratamento. A positividade do
ctDNA ao final do tratamento apresentou HR
de 13,4 para progressdo e associagdo também

com pior sobrevida global. Os autores ressal-
tam, entretanto, a necessidade de padronizagao
dos ensaios e valida¢ao dos limiares prognodsti-
cos (SHAHSAVAND et al., 2026).

Assim, também no linfoma de Hodgkin, a
principal contribuicdo do ctDNA parece estar
na capacidade de transformar a biologia mole-
cular em uma variavel acompanhavel durante o
tratamento (MACO et al., 2022; SHAHSA-
VAND et al., 2026). Essa aplicagdo ¢ ilustrada
na figura abaixo (Figura 4.1), que representa o
uso da bidpsia liquida na caracterizagdo mo-
lecular e no monitoramento da doenca residual
mensuravel, em conjunto com a avaliacdo da
resposta terapéutica.

Figura 4.1 Genotipagem do linfoma de Hodgkin e monitoramento da doenga residual mensuravel por bidpsia liquida
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Mieloma miltiplo: doenca sistémica,
heterogeneidade e evolucao clonal
O mieloma multiplo apresenta uma ca-

racteristica que torna particularmente interes-
sante a aplicacdo da biopsia liquida: a doenga
pode ser espacialmente heterogénea, envolven-
do multiplos sitios da medula dssea e, em deter-
minados pacientes, manifestacdes extramedu-
lares. Uma tUnica aspiragdo de medula Ossea,
embora fundamental para diagndstico e acom-
panhamento, pode nao representar integral-
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mente todas as po-pulagdes clonais presentes
no organismo (LI et al., 2024; KIM et al.,
2025).

Em estudo envolvendo 102 pacientes com
MGUS, mieloma multiplo assintomético e mi-
eloma sintomatico, observou-se aumento pro-
gressivo do numero médio de mutagdes de-
tectadas no ctDNA a medida que a doenca evo-
luia, passando de 1,0 em MGUS para 1,8 em
mieloma indolente e 1,9 em mieloma multiplo
sintomatico. A concordancia entre mutacgoes
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identificadas na medula 6ssea e no ctDNA foi
maior nos pacientes com mieloma multiplo,
chegando a 68,9%, em comparagdo com 25,0%
nos pacientes com MGUS. Mutagdes envol-
vendo as vias RAS/RAF e TP53 também apre-
sentaram enriquecimento no ctDNA de pacien-
tes com mieloma multiplo (PARK et al., 2025).

Esses resultados sugerem que o ctDNA
pode fornecer uma visao complementar da car-
ga molecular da doenga e de sua evolugao clo-
nal. A literatura mais recente também discute a
possibilidade de utilizar ctDNA para iden-
tificacdo de subclones resistentes, avaliacao de
recaida molecular e monitoramento de paci-
entes submetidos a estratégias terapéuticas cada
vez mais profundas, incluindo CAR-T e anti-
corpos biespecificos. Entretanto, baixas con-
centragdes de ctDNA em pacientes com do-
enca minima e a auséncia de padronizagdo
ainda limitam sua implementagdo rotineira
(PARK et al., 2025; LI et al., 2026).

Dessa forma, no mieloma multiplo, a per-
gunta ndo ¢ simplesmente se o ctDNA consegue
reproduzir os achados da medula 6ssea. A ques-
tdo mais interessante ¢ se ele pode acrescentar
informacao sistémica e temporal que uma
amostra anatdmica isolada ndo consegue ofere-
cer (PARK et al., 2025; LI et al., 2026).

Leucemias e neoplasias mieloides
Nas leucemias e neoplasias mieloides, o ce-

nario apresenta particularidades. Como o com-
partimento medular e sanguineo ja contém di-
retamente células neoplésicas, o conceito de bi-
opsia liquida assume caracteristicas distintas
daquelas observadas nos linfomas. Ainda as-
sim, o estudo do ctDNA pode representar uma
alternativa ou complemento para monitora-
mento molecular, especialmente quando se bus-
ca uma abordagem minimamente invasiva €
longitudinal (XUE et al., 2024; TALOTTA et
al., 2023).

Revisdes recentes descrevem aplicagdes do
ctDNA em leucemia mieloide aguda e sindro-
mes mielodisplasicas para caracterizagao mole-
cular, estratificacdo de risco e monitoramento
de MRD. Entre os desafios esta a dificuldade
em separar mutagdes verdadeiramente relacio-
nadas a doenca de alteragdes associadas a he-
matopoese clonal, particularmente em genes
como DNMT3A, TET2 e ASXL1 (XUE et al.,
2024).

No contexto pods-transplante, estudos de-
monstraram associagdo entre persisténcia de
ctDNA e maior risco de recaida em pacientes
com AML/MDS. Esses achados sustentam a
hipotese de que o ctDNA possa funcionar como
marcador de vigilancia molecular apos trans-
plante, embora sua aplicacdo clinica ainda de-
penda da definicdo dos genes mais informati-
vos, do momento ideal de coleta e da diferenci-
acdo entre clones relacionados a neoplasia e a
hematopoese clonal (YOKOYAMA et al.,
2021; DAC et al., 2026).

Esses achados sustentam a hipotese de que
o ctDNA possa funcionar como marcador de
vigilancia molecular apds o transplante. Con-
tudo, diferentemente do cendrio idealizado de
um “teste universal”, a interpretacdo em neo-
plasias mieloides € particularmente dependente
da biologia clonal, do momento da coleta, do
gene analisado e da capacidade do ensaio de
distinguir clone neoplasico de hematopoese
clonal (XUE et al., 2024; DAC et al., 2026).

Um dos maiores problemas: CHIP e
falsos positivos biologicos
A alta sensibilidade da biopsia liquida

produz uma aparente contradi¢do: quanto mais
sensivel é o método, maior a necessidade de
interpretar cuidadosamente aquilo que ele en-
contra. A hematopoese clonal de potencial in-
determinado, ou CHIP, constitui uma das prin-
cipais fontes de confusdo. Alteracdes somaticas

44 | Pagina




podem estar presentes em células hematopoé-
ticas ndo malignas e aparecer no plasma como
variantes detectaveis por NGS. Sem a adequada
correlacdo com o tecido tumoral ou com DNA
derivado de leucécitos, determinadas alteragdes
podem ser equivocadamente interpretadas co-
mo pertencentes ao clone neoplasico (MATA et
al., 2024; XUE et al., 2024).

Esse problema tem particular importancia
em neoplasias hematologicas, porque o proprio
tecido hematopoético ¢ o compartimento em
que a neoplasia se desenvolve. Por isso, a ana-
lise de DNA leucocitario pareado pode ser ne-
cessaria para esclarecer a origem de determina-
das variantes. Recomendag¢des técnicas recen-
tes defendem explicitamente a preservacao de
uma fragdo leucocitaria para avaliagdo de he-
matopoese clonal e recomendam que os laudos
indiquem o risco de CHIP e as limitagdes de
resultados negativos (MATA et al., 2024;
HARLE et al., 2026).

Portanto, um resultado molecular positivo
nao ¢ sindnimo automatico de doenga residual,
assim como um resultado negativo ndo ¢ sino-
nimo automatico de auséncia de doenca. A in-
terpretacao precisa considerar identidade mole-
cular, limite de detec¢do, volume de plasma
analisado, qualidade da amostra, contexto cli-
nico e caracteristicas da doenga (LI et al., 2024;
MATA et al., 2024).

O problema do resultado negativo

Outro conceito que merece destaque € que
o desempenho do ctDNA ndo depende apenas
da tecnologia, mas também da quantidade de
DNA tumoral efetivamente disponivel no san-
gue. Pacientes com baixo volume de doenca po-
dem apresentar concentragdes muito pequenas
de ctDNA, abaixo do limite analitico do teste.
O mesmo pode ocorrer em doencas com menor
liberagdo sistémica de DNA tumoral ou quando
o clone dominante est4 confinado a um compar-
timento anatémico pouco representado no

plasma. Consequentemente, um resultado nega-
tivo pode representar auséncia de doenga detec-
tavel pelo método e nao necessariamente
auséncia absoluta de doenga (TALOTTA et al.,
2023; Ll et al., 2024).

Esse ponto ¢ especialmente relevante por-
que o desenvolvimento de tecnologias ultras-
sensiveis pode criar uma falsa impressao de que
existe um limite de detec¢do unico aplicavel a
todos os pacientes. Estudos recentes demons-
tram que o limite de detec¢do pode variar subs-
tancialmente entre individuos e plataformas,
evidenciando que a sensibilidade deve ser con-
siderada em nivel paciente-especifico e de acor-
do com a metodologia empregada (KRUPKA et
al., 2026). Por esse motivo, a interpretagdo
clinica deve evitar frases simplificadas como
“ctDNA negativo = remissdo molecular”, sem
especificar o método utilizado, o limite de
detecgdo e 0 momento da coleta (LI et al., 2024;
KRUPKA et al., 2026).

ctDNA versus biopsia tecidual

A principal vantagem da bidpsia liquida ¢é
sua capacidade de fornecer informag¢do mo-
lecular de maneira minimamente invasiva e re-
petivel. No entanto, essa vantagem nao implica
substitui¢do universal da bidpsia convencional.

Na investigacdo inicial dos linfomas, a
analise histopatologica continua sendo essen-
cial para estabelecer diagnostico, arquitetura
tecidual, imunofenoétipo e classificacdo da ne-
oplasia. Além disso, diferentes entidades he-
matologicas apresentam alteracdes moleculares
que precisam ser interpretadas em conjunto
com morfologia, imunohistoquimica, citome-
tria e dados clinicos (TALOTTA et al., 2023;
Ll et al., 2024).

Por outro lado, uma bidpsia tecidual repre-
senta apenas um determinado local e um deter-
minado momento da doenga. A bidpsia liquida
oferece a possibilidade de amostragem seriada
e pode captar alteragdes de diferentes focos

45 | Pagina




tumorais, apresentando vantagem particular pa-
ra monitoramento longitudinal e estudo de
heterogeneidade. A literatura atual, portanto,
aponta para uma relacdo de complementari-
dade, ¢ ndo de substitui¢do indiscriminada
(TALOTTA et al., 2023; MATA et al., 2024).

Essa distingdo ja comega a aparecer tam-
bém em recomendagdes clinicas. A diretriz da
ASCO publicada em 2026 reconhece situagdes
nas quais o ctDNA pode ser utilizado para ca-
racterizagdo genética quando o tecido ¢ dificil,
inviavel ou representa risco inaceitavel, mas
recomenda confirmacao tecidual quando o re-
sultado do ctDNA ¢ negativo, inconclusivo ou
discordante do cenario clinico. A propria dire-
triz ressalta que a concentragdo ou fragdo de
ctDNA, isoladamente, nao deve ser usada como
substituto genérico da avaliacdo da doenca
(LOCKWOOD, 2023).

ctDNA versus PET/CT e medula 6ssea
A comparacao entre ctDNA e métodos con-

vencionais € particularmente interessante por-
que cada ferramenta responde a uma pergunta
diferente. O PET/CT fornece informacao ana-
tomica e metabodlica; a medula ossea permite
avaliacdo morfologica, imunofenotipica e mo-
lecular diretamente no compartimento hemato-
poético; o ctDNA fornece uma leitura molecu-
lar circulante e longitudinal.

No DLBCL, estudos recentes demonstra-
ram que a combinagdo da resposta molecular
com parametros de PET/CT pode melhorar a
estratificacdo prognostica em comparagdo com
cada método isoladamente. Em estudo prospec-
tivo, a associagdo entre reducdo de ctDNA e
resposta metabolica permitiu identificar grupos
com diferengas expressivas de sobrevida livre
de progressdo, reforcando o carater comple-
mentar das duas abordagens (ALCOCEBA et
al.,2023; FORGHANI et al., 2025).

Assim, a formulacdo mais adequada nao ¢
dizer que “ctDNA substitui PET/CT”, mas que

o ctDNA pode acrescentar uma dimensdo mo-
lecular a avaliagdo metabdlica. A persisténcia
de ctDNA em um paciente aparentemente em
remissao metabdlica pode levantar a hipdtese
de doenga molecular residual, enquanto a au-
séncia de ctDNA em determinados pacientes
com achados metabodlicos persistentes pode
au-xiliar na interpretacdo de imagens residuais
cuja natureza permaneca incerta. Essa utiliza-
cdo integrada ¢ especialmente atraente porque
aproxima a hematologia de um modelo de mo-
nitoramento  multidimensional
(FORGHANI et al., 2025).

da doenca

Padronizacio: o obstaculo que separa a
tecnologia da rotina
A maior limita¢ao atual do ctDNA talvez

ndo seja mais demonstrar que é possivel de-
tectar DNA tumoral, mas estabelecer como esse
resultado deve ser medido, comparado e utili-
zado para tomar decisdes clinicas. As diferen-
cas entre estudos podem ocorrer desde a coleta
da amostra até a interpretacdo bioinformatica.
Tipo de tubo, tempo de processamento, centri-
fugacdo, método de extragdao, volume de plas-
ma, plataforma de sequenciamento, utilizagao
de UMIs, profundidade de leitura, definicdo de
positividade e estratégia para calculo do limite
de deteccdo podem variar substancialmente.
Essa heterogeneidade dificulta a comparagao
direta entre estudos e a defini¢cdo de pontos de
corte universais (LI et al., 2024).

O consenso da Association for Molecular
Pathology e do College of American Patholo-
gists analisou mais de 1.200 publicagdes sobre
ctDNA e identificou ampla variabilidade na
descricdo de variaveis pré-analiticas, desemp-
nho analitico e critérios de validagao. A publi-
cacdo propds recomendagdes para aumentar a
qualidade e a reprodutibilidade dos ensaios cli-
nicos (LOCKWOOD et al., 2025).

Mais recentemente, uma iniciativa de con-
senso técnico reuniu especialistas e estabeleceu
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recomendacdes envolvendo as etapas pré-anali-
tica, analitica, bioinformdatica e pos-analitica.
Entre os pontos destacados estdo utilizacao de
UMIs, dupla centrifugacao, controles positivos
adequados, preservacdo de DNA leucocitario
para avaliagdo de CHIP e descri¢do explicita da
frequéncia alélica variante, das limitagdes do
resultado negativo e do risco de hematopoese
clonal (HARLE et al., 2026).

Essa discussdo ¢ essencial para responder a
pergunta do capitulo. Um teste pode apresentar
excelente desempenho em um estudo de pes-
quisa e ainda nao estar suficientemente padro-
nizado para orientar, de maneira uniforme, a
conduta em diferentes hospitais, laboratorios e
plataformas (LI et al., 2024; HARLE et al.,
2026).

O futuro: de um marcador genético para
uma plataforma multidimensional

O futuro da biopsia liquida provavelmente
ndo estara limitado a contagem de mutagdes.
Além do perfil mutacional, novas estratégias
in-vestigam caracteristicas de fragmentacao do
DNA, padrdes epigenéticos, metilagdo, altera-
coes de numero de copias e assinaturas relacio-
nadas ao comprimento dos fragmentos. A inte-
gragdo dessas diferentes camadas de informa-
¢do pode aumentar a capacidade de caracterizar
a doenga quando a quantidade absoluta de
ctDNA ¢ muito baixa (TALOTTA et al., 2023;
Ll et al., 2024).

Outra perspectiva ¢ o monitoramento mole-
cular em pacientes submetidos as terapias celu-
lares e imunoldgicas contemporaneas. No con-
texto de CAR-T e anticorpos biespecificos, por
exemplo, o acompanhamento seriado do
ctDNA pode permitir estudar depuragdo mole-
cular, persisténcia clonal e emergéncia de po-
pulagdes resistentes. No mieloma multiplo, essa
possibilidade tem recebido atengdo crescente
justamente pela necessidade de monitoramento
profundo em pacientes que atingem respostas

cada vez mais proximas da negatividade mole-
cular (LI et al., 2026).

A tendéncia €, portanto, migrar de uma per-
gunta bindria — “o tumor esta presente?” —
para perguntas mais sofisticadas: qual clone
persiste, onde estd a doenga molecularmente
detectavel, como ela estd evoluindo e o que
deve ser feito diante dessa informacgao?

Sintese critica: realidade ou promessa?

Os dados atualmente disponiveis permitem
responder de maneira mais precisa a pergunta
proposta pelo titulo deste capitulo. A bidpsia
liquida baseada em ctDNA ja ¢ uma realidade
tecnologica e um biomarcador prognostico re-
levante, especialmente em determinados linfo-
mas, com destaque para o DLBCL. Estudos re-
trospectivos, prospectivos e metanalises de-
monstram associagdo consistente entre niveis e
dinamica do ctDNA e desfechos como resposta
terapéutica, MRD, progressdo e recaida. No
entanto, isso ndo significa que o ctDNA ja seja
um substituto universal para PET/CT, bidpsia
tecidual ou avaliagdo de medula ossea (TA-
LOTTA et al., 2023; FORGHANI et al., 2025;
SHAHSAVAND et al., 2026).

O verdadeiro limite atual estd na trans-
formacdo de valor prognostico em utilidade
clinica comprovada. Saber que um paciente
apresenta maior risco de recaida ndo responde
automaticamente a pergunta sobre qual trata-
mento deve ser oferecido a ele. Para que o
ctDNA seja incorporado como ferramenta ca-
paz de modificar condutas, ¢ necessario de-
monstrar, em estudos prospectivos e intervenci-
onais, que decisdes orientadas por seus resulta-
dos efetivamente melhoram desfechos clinicos
(LI et al., 2024, LOCKWOOD, 2023).

Essa distingdo ¢ fundamental: um bio-
marcador pode prever o progndstico sem ne-
cessariamente ser um biomarcador preditivo de
beneficio terapéutico. Por isso, a literatura atual
sustenta uma visao mais equilibrada. O ctDNA
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jé apresenta aplicagdes concretas para genotipa-
gem e avaliacdo prognostica e tem crescente
potencial para MRD e monitoramento longitu-
dinal; entretanto, sua incorporacao generalizada
a rotina ainda depende de padronizacao técnica,
validagdo clinica e demonstragdo de utilidade
para tomada de decisdo terapéutica (LI et al.,
2024; FORGHANI et al., 2025; LOCKWOOD,
2023)).

Assim, a resposta mais adequada a pergunta
“realidade ou promessa?” ¢: realidade como
tecnologia e biomarcador; promessa como
instrumento universal de decisao terapéutica.

CONCLUSAO

Esta revisdo integrativa sobre o perfila-
mento gendmico por bidpsia liquida e a analise
de DNA tumoral circulante (ctDNA) em neo-
plasias hematologicas, presentes na Medicina
de Precisdo utilizada no tratamento de pacientes
oncoldgicos, apresenta resultados muito pro-
missores € vantagens comparativas em relacao
as bidpsias invasivas teciduais.

Ap0s a analise detalhada da aplicagdo desta
tecnologia para identificar mutagdes molecula-
res, avaliar a heterogeneidade clonal e o moni-
toramento da doenca residual minima (MRD) -
principal aplicagdo - os estudos apontaram que
0 seu uso mostrou-se um método altamente
especifico e complementar ao uso de exames de
imagens, como o PET scan, assim possibili-

tando um acompanhamento longitudinal do as-
pecto molecular e morfolégico da neoplasia du-
rante o tratamento oncologico do paciente, a
fim de que o monitoramento da resposta tera-
péutica e o risco de remissdo e recaida sejam de
alta precisdo. Além disso, a analise do DNA
tumoral circulante promove o rastreamento sen-
sivel de clones tumorais especificos e a quanti-
dade de mutagdes detectadas, otimizando a se-
lecdo de terapias-alvo para a mutacdo genética
acometida na neoplasia, melhorando o prognds-
tico do paciente.

A aplicagao da biopsia liquida no trata-
mento oncologico ¢ favoravel, devido a sua ca-
racteristica minimamente invasiva e a persona-
lizagdo atribuida a seus resultados, quando
comparada a biopsia tecidual - sendo o seu uso
em conjunto altamente recomendado pelos es-
tudos - entretanto o acompanhamento dos as-
pectos moleculares do DNA precisa ser associ-
ado a necessidade de padronizagao de ensaios e
validacdo de limiares progndsticos, uma vez
que os resultados obtidos podem sofrem altera-
coes relacionados a heterogeneidade dos clones
e limitacdes associados a sensibilidade - sendo
fundamental a devida correlacdo com o tecido
tumoral selecionado e a atribuicao de medidas
de analise especificas, como identidade mole-
cular, limite de detec¢do, volume de plasma
analisado, qualidade da amostra, contexto cli-
nico e caracteristicas da doenga.

48 | Pagina




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALCOCEBA, M.; STEWART, J.P.; ALVAREZ, M. G. et al. Molecular Characterization of Diffuse Large-B Cell Lymphoma
by Liquid Biopsy at Diagnosis and During Follow-up. OBO "Euroclonality-NGS Group" & "Grupo Colaborativo Linfomas y
SLP de CyL". Hematological Oncology, v. 41, p. 332-333, 2023. DOI: 10.1002/hon.3164 236.

BISIG, B.; LEFORT, K.; CARRAS, S. et al. Clinical Use of Circulating Tumor DNA Analysis in Patients With Lymphoma.
Human Pathology, v. 156, art. 105679, 2025. DOI: 10.1016/j.humpath.2024.105679.

CAMUS, V.; VIENNOT, M.; LEQUESNE, J. et al. Targeted Genotyping of Circulating Tumor DNA for Classical Hodgkin
Lymphoma Monitoring: A Prospective Study. Haematologica, v. 106, n. 1, p. 154-162, 2021. DOI: 10.3324/ha-
ema-t0l.2019.237719.

DAC, D. T.; TANAKA, H.; TAKAMI, A. et al. The Prognostic Value of Circulating Tumor DNA for Clinical Outcomes in
Patients Undergoing Hematopoietic Cell Transplantation: A Systematic Review and Meta-Analysis. International Journal of
Molecular Sciences, v. 27, n. 11, art. 5076, 2026. DOI: 10.3390/ijms27115076.

FORGHANI, S.; SHAHSAVAND, A.; SAMIEE, R. et al. The Prognostic and Clinical Utility of Circulating Tumor DNA in
Diffuse Large B-Cell Lymphoma: A Systematic Review and Meta-Analysis. npj Precision Oncology, v. 9, art. 385, 2025.
DOI: 10.1038/s41698-025-01174-3.

HARLE, A.; PAYEN, L.; LESPAGNOL, A. et al. Technical Recommendations From a Large-Scale French Delphi Con-
sen-sus: A Step Toward European Harmonization of ctDNA Analysis. European Journal of Cancer, v. 242, art. 116791, 2026.
DOI: 10.1016/j.ejca.2026.116791.

KRUPKA, J. A.; MOUTSOPOULOS, I.; CUTMORE, N. H. et al. Phased Variant-Supported Circulating Tumor DNA as a
Prognostic Biomarker After First-Line Treatment in Large B-Cell Lymphoma: Findings From the DIRECT Study. Journal of
Clinical Oncology, v. 44, n. 5, p. 410-420, 2026. DOI: 10.1200/JCO-25-01587.

LL J.-Y.; ZUO, L.-P.; XU, J. et al. Clinical Applications of Circulating Tumor DNA in Hematological Malignancies: From
Past to the Future. Blood Reviews, v. 68, art. 101237, 2024. DOI: 10.1016/j.blre.2024.101237.

LIM, J. K.; KUSS, B.; TALAULIKAR, D. Role of Cell-Free DNA in Haematological Malignancies. Pathology, v. 53, n. 3,
p. 416-426,2021. DOI: 10.1016/j.pathol.2021.01.004.

LOCKWOOD, C. M.; BORSU, L.; CANKOVIC, M. et al. Recommendations for Cell-Free DNA Assay Validations: A Joint
Consensus Recommendation of the Association for Molecular Pathology and College of American Pathologists. The Journal
of Molecular Diagnostics, v. 25, n. 12, p. 876-897, 2023. DOI: 10.1016/j.jmoldx.2023.09.004.

MACO, M.; KUPCOVA, K.; HERMAN, V. et al. Circulating Tumor DNA in Hodgkin Lymphoma. Annals of Hematology,
v. 101, n. 11, p. 2393-2403, 2022. DOI: 10.1007/s00277-022-04949-x.

MATA, D. A.; LEE, J. K.; SHANMUGAM, V. et al. Liquid Biopsy-Based Circulating Tumour (ct)DNA Analysis of a
Spec-trum of Myeloid and Lymphoid Malignancies Yields Clinically Actionable Results. Histopathology, v. 84, n. 7, p. 1224-
1237, 2024. DOL: 10.1111/his.15168.

PARK, S.-S.; KIM, N. Y.; LIM, J.-Y. et al. Clinical Implications of Circulating Tumor DNA in Multiple Myeloma and Its
Precursor Diseases. Annals of Laboratory Medicine, v. 45, n. 3, p. 279-290, 2025. DOI: 10.3343/alm.2024.0424.

SHAHSAVAND, A.; FORGHANI, S.; KHARAGHANI, M. A. et al. Prognostic Utility of Circulating Tumor DNA in Clas-si-
cal Hodgkin Lymphoma: A Systematic Review and Individual Participant Data Bayesian Meta-Analysis. Critical Reviews in
Oncology/Hematology, v. 219, art. 105154, 2026. DOI: 10.1016/j.critrevonc.2026.105154.

TALOTTA, D.; ALMASRI, M.; COSENTINO, C. et al. Liquid Biopsy in Hematological Malignancies: Current and Future
Applications. Frontiers in Oncology, v. 13, art. 1164517, 2023. DOI: 10.3389/fonc.2023.1164517.

XUE, Y.; XIA, X.; LIU, X. et al. Applications of Circulating Tumor DNA in Myelodysplastic Syndromes and Acute Myeloid
Leukemia: Promises and Challenges. Frontiers in Bioscience-Landmark, v. 29, n. 2, art. 86, 2024. DOI:
10.31083/j.f612902086.

YOKOYAMA, K. Prognostic Impact of Circulating Tumor DNA Status Post-Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Trans-

plan-tation in Acute Myeloid Leukemia and Myelodysplastic Syndromes. Rinsho Ketsueki, v. 62, n. 5, p. 486-495,2021. DOL:
10.11406/rinketsu.62.486.

49 | Pagina




	RAYANE VALÉRIA DE LIMA CARDOSO¹
	VITÓRIA RÚBIA BERNADES REIS¹
	MARCUS VINÍCIOS NAZARETH DA SILVA¹
	FERNANDA HIPÓLITO SANTOS¹
	MARIANA ZULIANI THEODORO DE LIMA¹
	FELIPE CAVALCANTE SANTOS¹
	GABRIELLE KOVACS POLIZEL¹
	JÚLIA JAPIASSÚ DINIZ DE MEDEIROS¹
	JULIA CORREIA WINTER¹
	INTRODUÇÃO
	MÉTODO
	RESULTADOS E DISCUSSÃO
	Biópsia líquida e ctDNA: o que está sendo medido?
	Da coleta ao resultado: como o ctDNA é analisado?
	Principais aplicações clínicas do ctDNA
	Genotipagem e caracterização molecular

	ctDNA e doença residual mensurável
	O grande exemplo: linfoma difuso de grandes células B
	Linfoma de Hodgkin: quando a quantidade do ctDNA também se torna informação biológica
	Mieloma múltiplo: doença sistêmica, heterogeneidade e evolução clonal
	Leucemias e neoplasias mieloides
	Um dos maiores problemas: CHIP e falsos positivos biológicos
	O problema do resultado negativo
	ctDNA versus biópsia tecidual
	ctDNA versus PET/CT e medula óssea
	Padronização: o obstáculo que separa a tecnologia da rotina
	O futuro: de um marcador genético para uma plataforma multidimensional
	Síntese crítica: realidade ou promessa?

	CONCLUSÃO
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS


