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RESUMO 

 

 

A doença residual mensurável (DRM) é o mais importante preditor independente de risco 

de recaída e sobrevivência a longo prazo em crianças com Leucemia Linfoblástica Aguda 

de células B (LLA-B), sendo definida como a detecção e/ou quantificação de blastos 

leucêmicos residuais além do nível de sensibilidade da citomorfologia, ou seja, por 

metodologias mais sensíveis como citometria de fluxo ou métodos moleculares. 

Considera-se DRM negativa, de forma variável e de acordo com a técnica adotada, como 

<0,01 a 0,1% de blastos leucêmicos na medula óssea (MO). Com base em seu resultado 

é possível otimizar a quimioterapia, minimizando a toxicidade e diminuindo o risco de 

recaída. Assim, nosso estudo descreveu as implicações clínicas e laboratoriais após a 

identificação de blastos leucêmicos durante o protocolo de tratamento dos pacientes 

pediátricos com LLA-B. Foi realizado um estudo analítico, do tipo longitudinal e 

prospectivo, com avaliação de amostras de Medula Óssea (MO) e sangue periférico (SP) 

de pacientes pediátricos submetidos a terapia de indução da remissão da LLA-B na 

Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) para 

avaliação da DRM por citometria de fluxo (CF). Foram utilizados os protocolos e 

diretrizes do Consórcio EuroFlow, com a aquisição das amostras no citômetro 

FACSCanto II da Fundação HEMOAM a análise dos dados da imunofenotipagem com o 

software Kaluza (v1.2). Em paralelo, foram coletados os dados sociodemográficos e 

clínico-laboratoriais, a partir dos registros do Sistema iDoctor, prontuários físicos dos 

pacientes e sistema SofLab. Foram incluídos no estudo 25 pacientes diagnosticado com 

LLA-B com idade mediada de 6 anos, com predomínio do sexo feminino (68%). Os 

indivíduos foram avaliados e iniciaram o tratamento com o protocolo BFM-2009, sendo 

classificados nos grupos de alto risco (40%), risco intermediário (32%) e baixo risco 

(28%). Ao realizarmos o comparativo entre as técnicas adotadas pela rotina com a análise 

por citometria de fluxo utilizando o protocolo adaptado do Consórcio EuroFlow, nota-se 

que houve aquisição e avaliação significativamente maior das células pelo método 

descrito em nosso estudo. Quando comparamos a detecção das CLs, observamos que o 

nosso protocolo (adaptado do Consórcio EuroFlow) foi significativamente melhor na 

detecção dos blastos nos tempos D15, D35 e D84. Embora no D8 não tenha se observado 

diferenças significativas, nota-se que a CF foi relativamente melhor que a contagem 

automatizada. Em conclusão, podemos perceber que nosso estudo indicou melhores 

resultados quanto a detecção precoce de blastos leucêmicos e a avaliação da DRM durante 

o tratamento quimioterápico, com impacto positivo para o prognostico dos pacientes. 

 

Palavras Chaves: leucemia pediátrica; células leucêmicas residuais; doença residual 

mensurável; citometria de fluxo; prognóstico. 
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ABSTRACT 

 

 

Measurable residual disease (MRD) is the most important independent predictor of 

relapse risk and long-term survival in children with B-cell acute lymphoblastic leukemia 

(B-ALL), defined as the detection and/or quantification of residual leukemic blasts 

beyond the sensitivity level of cytomorphology, i.e., by more sensitive methodologies 

such as flow cytometry or molecular methods. Negative MRD is considered, to a variable 

extent and according to the technique adopted, as <0.01 to 0.1% of leukemic blasts in the 

bone marrow (BM). Based on this result, it is possible to optimize chemotherapy, 

minimizing toxicity and reducing the risk of relapse. Thus, our study described the clinical 

and laboratory implications after the identification of leukemic blasts during the treatment 

protocol of pediatric patients with B-ALL. A longitudinal, prospective, analytical study 

was conducted to evaluate bone marrow (BM) and peripheral blood (PB) samples from 

pediatric patients undergoing remission induction therapy for B-ALL at the Fundação 

Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) for evaluation of 

MRD by flow cytometry (FC). The protocols and guidelines of the EuroFlow Consortium 

were used, with the acquisition of samples on the FACSCanto II cytometer of the 

HEMOAM Foundation and the analysis of immunophenotyping data with the Kaluza 

software (v1.2). In parallel, sociodemographic and clinical-laboratory data were collected 

from the iDoctor System, physical records of patients and the SofLab system. Twenty-

five patients diagnosed with B-ALL at an average age of 6 years, predominantly female 

(68%), were included in the study. The individuals were evaluated and started treatment 

with the BFM-2009 protocol, being classified into high-risk (40%), intermediate-risk 

(32%), and low-risk (28%) groups. When comparing the techniques adopted by the 

routine with flow cytometry analysis using the protocol adapted from the EuroFlow 

Consortium, it was noted that there was significantly greater acquisition and evaluation 

of cells by the method described in our study. When comparing the detection of LCs, we 

observed that our protocol (adapted from the EuroFlow Consortium) was significantly 

better in detecting blasts at times D15, D35, and D84. Although no significant differences 

were observed at D8, it was noted that the FC was relatively better than the automated 

count. In conclusion, we can see that our study indicated better results regarding the early 

detection of leukemic blasts and the evaluation of MRD during chemotherapy treatment, 

with a positive impact on the patients' prognosis. 

 

Keywords: pediatric leukemia; residual leukemic cells; measurable residual disease; 

flow cytometry; prognosis. 

 
 

 

 



xi 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1: Processo de Hematopoiese na LLA-B com o bloqueio na diferenciação da 

célula progenitora linfoide, que acarreta a superprodução de linfoblastos, com diminuição 

no desenvolvimento das demais linhagens hematopoiéticas .......................................... 19 

Figura 2: Demonstração dos blastos no sangue periféricos, e sua interação com o 

microambiente tumoral ................................................................................................... 20 

Figura 3: Processo da translocação do BCR-ABL1 durante o desenvolvimento fetal.. 21 

Figura 4: Incidência de casos de LLA no estado do Amazonas e seus municípios. ..... 23 

Figura 5: Sinais e sintomas presentes na leucemia, causado pelo aumento do número de 

blastos leucêmicos e a diminuição de células sanguíneas maduras................................ 25 

Figura 6: Estágios de maturação imunofenotípica de células B.................................... 27 

Figura 7: Influência dos mediadores imunológicos na proliferação e sobrevivência de 

blastos leucêmicos no microambiente tumoral de pacientes com LLA-B ..................... 29 

Figura 8: Estratégia de análise de dados para maturação dos linfócitos B, com base nos 

marcadores principais (CD19/CD10/CD20/CD34/CD45) ............................................. 35 

Figura 9: Fluxograma do trabalho ................................................................................. 41 

Figura 10: Processo de aquisição e análise da imunofenotipagem, amostra passando pelo 

citometro de fluxo e gerando gráficos para análise. ....................................................... 44 

Figura 11: Representação gráfica da aquisição em citometro de fluxo......................... 45 

Figura 12: Fluxograma das análises obtidas por grupo..................................................47 

Figura 13: Correlação das técnicas utilizadas durante o tratamento...............................48  

Figura 14: Correlação ao número de eventos do linfoblastos.........................................49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xii 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1: Classificação da LLA-B pela OMS de 2022. ................................................ 26 

Tabela 2: Critérios de estratificação de risco no diagnóstico ........................................ 30 

Tabela 3: Critérios de estratificação de risco no diagnóstico, de acordo com o GBTLI 

LLA-2009. ...................................................................................................................... 31 

Tabela 4: Comparação das metodologias para a quantificação de blastos leucêmicos e 

avaliação de DRM .......................................................................................................... 39 

Tabela 5: Painel de marcadores para avaliação da DRM .............................................. 43 

Tabela 6: Característica demográficas e clínicas dos pacientes pediátricos com LLA-B.

 ........................................................................................................................................ 48 

Tabela 7: Hemograma do sangue periférico dos pacientes pediátricos com LLA-B 

durante a quimioterapia de remissão. ............................................................................. 50 

Tabela 8: Hemograma da medula óssea dos pacientes pediátricos com LLA-B durante a 

quimioterapia de remissão. ............................................... Erro! Indicador não definido. 

Tabela 9: Performance da avaliação da DRM vs. metodologias aplicadas na rotina 

durante o tratamento dos pacientes pediátricos com LLA-B ......................................... 55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xiii 
 

LISTA DE ABREVIATURAS, SÍMBOLOS E UNIDADES DE MEDIDA 

 
AR Alto Risco 
BD Becton & Dickinson 
BFM Berlin-Frankfurt-Munster 
BR Baixo Risco 
CD Cluster of Differentiation 
CF Citometria de Fluxo 

CLs Células Leucêmicas 

CM Contagem Manual 

COG Children’s Oncology Group 

DRM Doença Residual Mensurável 

DNA Ácido Desoxirribonucleico 

D8 Dia 8 da terapia de indução da remissão 

D15 Dia 15 da terapia de indução da remissão 

D35 Dia 35 da terapia de indução da remissão 

D84 Consolidação da terapia da remissão 

EBV Vírus Epstein Barr 

FAB Franco-Americano-Britânico 

FSC Forward Scartter 

GBTLI Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Infantil 

HEMOAM Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas 

HTLV Vírus Linfotrópico de Células T Humanas 

INCA Instituto Nacional do Câncer 

IL Interleucina 

LAIP Imunofenótipos Associados à Leucemia 

LLA Leucemia Linfoblástica Aguda 

LLC Leucemia Linfoblástica Crônica 

LLA-B Leucemia Linfoblástica Aguda de células B 

LLA-T Leucemia Linfoblástica Aguda de células T 

LMA Leucemia Mieloide Aguda 

LMC Leucemia Mieloide Crônica 

MO Medula óssea  

NK Natural Killer 

OMS Organização Mundial da Saúde 

PCR Reação da Cadeia Polimerase 

Ph+ Philadelfia positivo 

RI Risco Intermediário 

RNA Ácido Ribonucleico 

SAME Setor de Atendimento Médico e Estatístico 

SNC Sistema Nervoso Central 

SP Sangue Periférico 

SSC Side Scatter 

TA Temperatura Ambiente 

TALE Termo de Assentimento Livre e Esclarecido 

TCLE Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 



xiv 
 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO ......................................................................................................15 

2. REFERENCIAL TEÓRICO .................................................................................17 

2.1 Leucemia Linfoblástica Aguda ................................................................................. 17 

2.1.1 Etiopatogenia .................................................................................................. 18 

2.1.2 Epidemiologia ................................................................................................ 21 

2.1.3 Aspectos Clínicos ........................................................................................... 23 

2.1.4 Diagnósticos da LLA ..................................................................................... 24 

2.1.5 Protocolos de Tratamento para a LLA ........................................................... 28 

2.2 Doença Residual Mensurável ................................................................................... 32 

2.2.1 Deteção de blastos leucêmicos através do mielograma ................................. 32 

2.2.2 Detecção da DRM por Citometria de Fluxo................................................... 33 

2.2.3 Detecção da DRM pelo teste molecular (qPCR) ............................................ 36 

2.3 Aspectos Clínicos para DRM na LLA-B .................................................................. 37 

3. OBJETIVOS ........................................................................................................ 40 

3.1 Objetivo Geral .......................................................................................................... 40 

3.2 Objetivos Específicos ............................................................................................... 40 

4. MATERIAL E MÉTODOS ...................................................................................41 

4.1 Aspectos éticos ...................................................................................................... 41 

4.2 Modelo, Área e População de estudo .................................................................... 41 

4.3 Critérios de elegibilidade ...................................................................................... 42 

4.4 Obtenção dos dados clínicos e laboratoriais ......................................................... 42 

4.5 Obtenção das amostras .......................................................................................... 42 

4.6 Protocolo de Bulk Lyse .......................................................................................... 42 

4.7 Imunofenotipagem Celular para DRM na LLA-B ................................................ 43 

4.8 Análise da Imunofenotipagem .............................................................................. 44 

4.9 Definição da DRM nos tempos de tratamento: D8, D15, D35 e 84...................... 45 

4.10 Análise descritiva e estatística .............................................................................. 46 

5. RESULTADOS .......................................................................................................47 

5.1 Características da população do estudo e dados laboratoriais .............................. 47 

5.2 Monitoramento da DRM durante o tratamento da LLA-B ................................... 52 

6. DISCUSSÃO ...........................................................................................................56 

7. CONCLUSÃO ........................................................................................................60 

8. REFERÊNCIA .......................................................................................................61 

9. APÊNDICES ...........................................................................................................68 



xv 
 

9.1 Apêndice 01: Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa – CEP-HEMOAM ......... 68 

9.2 Apêndice 02: Protocolo Bulk Lyse do Consórcio EuroFlow ................................. 71 

9.3 Apêndice 03: Protocolo de Imunofenotipagem Celular para DRM ...................... 74 

10. ANEXOS .............................................................................................................76 

10.1 Resumos publicados em anais de eventos 2022-2024 .......................................... 76 

10.2 Artigos publicados em Revistas Internacionais 2022-2024 .................................. 80 

 

 



15 
 

1. INTRODUÇÃO 

A Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) é uma neoplasia maligna hematológica 

caracterizada pela expansão anormal de linfócitos imaturos ou blastos leucêmicos na 

medula óssea (MO), com liberação no sangue periférico (SP) e sítios extramedulares. 

Dentre os subtipos, destaca-se a LLA de células B (LLA-B), correspondendo a 80% dos 

casos na fase pediátrica (2 a 5 anos). Dados científicos, apontam uma taxa de cura de 

aproximadamente 80-90%, no entanto, ainda podem ocorrer recaídas numa taxa 

aproximada entre 10 e 20% (1,2). 

Eventualmente, a recaída da LLA está relacionada à resistência aos 

medicamentos quimioterápicos utilizados, onde os blastos leucêmicos diminuem a 

capacidade proliferativa e adquirem resistência a apoptose, promovendo um agravamento 

na doença e destacando a importância do monitoramento durante a quimioterapia (1). 

Nesse sentido, torna-se fundamental a avaliação da doença residual mensurável 

(DRM), definida como a detecção e/ou quantificação de blastos leucêmicos residuais 

além do nível de sensibilidade da citomorfologia, ou seja, por metodologias mais 

sensíveis como citometria de fluxo (CF) ou métodos moleculares (3).  

A avaliação da DRM no Brasil ocorre a partir de amostras coletadas em 

diferentes pontos de tempo do regime terapêutico, sendo baseado em dois protocolos 

principais, o Protocolo Berlin-Frankfurt-Münster (BFM) e, em especial, o Protocolo do 

Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Infantil (GBTLI) (4). Esses protocolos 

buscam atingir a remissão completa dos pacientes, avaliando a resposta terapêutica, 

estratificando os pacientes em grupos de risco de tratamento, de acordo com parâmetros 

clínicos e laboratoriais, a exemplo: idade, sexo, contagem de leucócitos, imunofenótipo, 

presença de infiltrado de blastos leucêmicos no sistema nervoso, além de translocações 

cromossômicas (5). 

A detecção da DRM é o fator preditor independente mais importante para avaliar 

o risco de recaída e sobrevivência a longo prazo em pacientes com LLA-B. No entanto, 

a avaliação da DRM não foi amplamente adotada e vários centros de tratamento ainda 

utilizam a análise citomorfológica, que possui baixa sensibilidade, não permitindo a 

avaliação da DRM (6). Sabe-se que a detecção e monitoramento da DRM tornou-se 

fundamental na terapia da LLA-B, visto que o risco de recaída pode ser identificado 
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inicialmente através da avaliação da DRM nas fases iniciais do tratamento 

quimioterápico.  

Além disso, sabe-se que os protocolos atuais de tratamento da LLA-B avaliam a 

resposta ao quimioterápico através da análise da DRM em diferentes pontos de tempo das 

fases da quimioterapia de remissão, referidos como: dia 15 (D15) e dia 35 (D35) da 

terapia de indução da remissão. No entanto, no dia 8 (D8) da terapia de indução da 

remissão e dia 84 da terapia de consolidação da remissão (D84), o primeiro e o último 

momento de avaliação da resposta terapêutica, respectivamente, a maioria dos protocolos 

utiliza análise citomorfológica do sangue periférico e medula óssea para estratificação de 

risco, com respostas boas ou ruins definidas como contagens de blastos leucêmicos 

abaixo e acima de 1.000/mm3 ou percentuais abaixo de 0,01%, respectivamente.  

Por conta disso e com o objetivo de refinar essa avaliação, além de obter 

informações prognosticas mais precoces e precisas do resultado do tratamento, o 

protocolo do Children's Oncology Group adotou a avaliação de DRM indo do D8 ao D84, 

observando resultados significativamente positivos na resposta ao tratamento. No 

entanto, a avaliação precoce da DRM no D8, D15 e D84 não foi amplamente adotada e 

vários protocolos ainda utilizam a análise citomorfológica ou com contadores 

hematológicos pouco específicos. Desta forma, o presente estudo buscará avaliar o 

impacto da detecção precoce da DRM no prognostico clínico de pacientes pediátricos 

com LLA atendidos no Amazonas. Os resultados aqui obtidos poderão auxiliar no 

estabelecimento de intervenções terapêuticas mais assertivas de maneira antecipada, 

diminuindo a exposição a terapias ineficazes e potencialmente toxicas, além de diminuir 

a chance de recaídas após a quimioterapia de remissão, uma vez que as células leucêmicas 

residuais se tornam resistentes e são fontes de recorrência e metástase. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO  

2.1 Leucemia Linfoblástica Aguda  

A distinção entre as linhagens linfoblásticas e mieloblásticas e suas formas 

agudas e crônicas da leucemia só foi possível após 1968, com a identificação das 

diferentes linhagens celulares envolvidas na leucemia. Com o objetivo de estabelecer um 

sistema de subclassificação para as leucemias agudas em 1976, um grupo de 

hematopatologistas formou o Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britânico (FAB) 

que separou a leucemia linfoblástica da mieloblástica, com base nas suas diferentes 

características celulares. Este sistema baseava-se exclusivamente na avaliação 

microscópica/ morfológica, que é realizada a partir dos esfregaços de aspirado de medula 

óssea, complementados por um procedimento de coloração citoquímica (7) 

Em 1985, o sistema foi revisado para fornecer esclarecimentos e melhorar as 

técnicas de diagnóstico, com base em novas informações da avaliação celular, obtidas 

através de citometria de fluxo. Atualmente é o método utilizado para definir o diagnóstico, 

identificando a linhagem celular e o estágio de maturação acometido (3,8). 

Atualmente, a classificação tradicional das leucemias agudas é baseada nas 

características imunofenotípicas. A classificação da Organização Mundial da Saúde 

(OMS) para as leucemias linfoblásticas reconhece dois subtipos: precursora de origem de 

células B e T, ambas abrangendo espectros das alterações clínicas, morfológicas, 

imunofenotípicas e citogenéticas, além das características moleculares distintas. Alguns 

fatores de risco foram identificados, como: síndromes de Klinefelter e Down, ataxia, 

telangiectasia, síndrome de Bloom e telomeropatias, anemia de Fanconi, disceratose 

congênita e síndrome de Shwachman-Diamond. Infecções virais, com os vírus Epstein 

Barr (EBV) e vírus linfotrópico de células T humanas (HTLV), exposição à radiação 

ionizante, radioterapia, exposição ambiental com benzeno, histórico de tabagismo, 

histórico de quimioterapia com agentes alquilantes e agentes topoisomerase II também 

foram associados no desenvolvimento de leucemias agudas (9,10). 

Assim, foi definido que a LLA é uma neoplasia hematológica maligna de células 

imaturas da linhagem linfoblástica e que o acúmulo de linfoblastos na medula óssea, 

resulta no comprometimento da hematopoese normal e na liberação de blastos leucêmicos 

na corrente sanguínea, o que resulta na tríade da leucemia caracterizada por anemia, 
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neutropenia e trombocitopenia. Além disso, também pode comprometer tecidos 

extramedulares, uma vez que os blastos leucêmicos podem invadir órgãos como gânglios 

linfáticos, fígado, baço, além do sistema nervoso central (SNC) (11).  

A LLA-B corresponde a cerca de 80% dos casos de LLA, possuindo um pico de 

incidência em torno de 2-5 anos. Já a população mais velha que é acometido pela LLA 

representa uma porcentagem menor que 5%, com uma faixa etária de 25 a 59 anos e 

apresentam um número maior de subtipos de Leucemia Linfoblástica Aguda de células T 

(LLA-T) que possui caraterísticas diferenciadas da LLA-B (12). 

 

2.1.1 Etiopatogenia  

A fisiopatologia da LLA é caracterizada por anormalidades cromossômicas e 

alterações genéticas envolvidas na diferenciação e proliferação de células precursoras 

linfoides. Apesar da escassez de informações, acredita-se que o processo envolve a 

interação entre fatores ambientais e genéticos, que combinados, levam a modificações 

celulares. Essas alterações são conhecidas como leucemogênese e ocorrem no 

compartimento medular, levando ao comprometimento hematopoiético e de maturação 

das células, com posterior proliferação das células leucêmicas (CLs) (Figura 1) (13,14).  

O compartimento da MO é um microambiente fisiológico específico para 

células-tronco-hematopoiéticas (CTH), abrigando ainda células-tronco mesenquimais 

(CTM). Esse local possui a capacidade de manter as características das células-tronco 

pluripotentes, como auto renovação e proliferação, tendo uma estrutura complexa e sendo 

composto por dois nichos distintos: o osteoblástico e o vascular. Em um nicho normal, 

esses osteoclastos e osteoblastos desempenham papéis críticos na remodelação e estrutura 

do nicho, regulando a maturação e a proliferação das células na MO através da expressão 

e secreção de várias moléculas reguladoras. No contexto leucêmico, ocorrem alterações 

nos nichos da MO e nas células estromais, que passam a contribuir para a promoção e 

manutenção da malignidade (9,16).  
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Figura 1: Processo de Hematopoiese na LLA-B com o bloqueio na diferenciação da 

célula progenitora linfoide, que acarreta a superprodução de linfoblastos, com diminuição 

no desenvolvimento das demais linhagens hematopoiéticas 

Fonte: (15), adaptador pelo autor com o software Biorender®. 

 

As CLs possuem uma independência parcial dos sinais regulatórios provenientes 

do microambiente hematopoiético para sua sobrevivência e proliferação, induzindo sinais 

proliferativos, que podem ser mediados por moléculas do sistema imunológico. Estas, 

possuem a capacidade de ativar inapropriadamente fatores que orquestram o crescimento 

celular, com replicação do DNA e divisão celular. A presença de uma população celular 

anormal acaba suprimindo a população normal devido a sua alta proliferação germinativa 

na MO, podendo acometer locais extramedulares, como o SP (Figura 2) (10). 
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Figura 2: Demonstração dos blastos no sangue periféricos, e sua interação com o 

microambiente tumoral.  

Fonte: (10), adaptado pelo autor com o software Biorender®. 

 

Atualmente, há evidências convincentes que as translocações cromossômicas 

são frequentemente associadas com eventos iniciais na leucemia, ocorrendo durante o 

desenvolvimento fetal. Essa evidência vem de duas teorias: estudos com bebês gêmeos 

idênticos e com crianças com LLA. Quando se analisa esses casos, percebe-se que a 

maioria apresentam a fusão dos genes TEL e AML1 com a translocação t(12;21) que 

formam um gene quimérico ou de fusão. Esses pontos de interrupção precisos nos genes 

TEL e AML1 podem ser identificados ou mapeados pela reação em cadeia da polimerase 

(PCR). As quebras sempre ocorrem, dentro de uma região limitada desses genes, mas as 

CLs de cada paciente têm um ponto de quebra único na sequência de DNA (12,17). 

As anomalias cromossômicas da LLA são caracterizadas em numéricas e 

estruturais grosseiras, incluindo hiperploidia (>50 cromossomos), hipoploidia (<44 

cromossomos) e translocações [t (12;21), t (1;19), t (9;22), t (4;11)] (18,19). Muitos 

rearranjos interferem os genes que regulam a hematopoiese normal, como resultado se 

desenvolvem os blastos leucêmicos, que ativam oncogenes e as tirosinas quinases. As 

hiperdiploidias e o rearranjo ETV6–RUNX1 estão associados a resultados favoráveis, já 

as hipodiploidias e o rearranjo MLL são associados a um pior prognóstico em crianças e 

adultos. De acordo com Mel Greaves, há evidências convincentes de que o cromossomo 

envolvido na translocação, são muitas vezes os iniciadores dos eventos na leucemia, 

ocorrendo durante o desenvolvimento fetal (Figura 3) (12,17). 
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Figura 3: Processo da translocação do BCR-ABL1 durante o desenvolvimento fetal. 

Fonte: (12), adaptado pelo autor através do Biorender®. 

 

Estudos tem associado a LLA a anomalias congênitas, como: Síndrome de 

Down, Síndrome Bloom, Anemia de Fancone e Neurofibromatose; além de exposição 

ocupacional materna a produtos químicos e radiação ionizante, que coletivamente 

explicam menos de 10% dos casos (20). Além disso, estudos demonstraram que crianças 

que desenvolvem LLA apresentam ao nascimento, um desequilíbrio no sistema 

imunológico, que ocorre devido a uma baixa expressão da IL-10, uma citocina chave na 

regulação e duração das respostas imunológicas (21).  

 

2.1.2 Epidemiologia  

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), as leucemias 

atualmente podem ser classificadas com base na linhagem celular afetada. Dessa forma, 

as leucemias que acometem os linfócitos são chamadas de linfoblásticas, enquanto as que 

afetam as células mieloides são denominadas de mieloblásticas, sendo ainda 

subclassificadas em agudas ou crônicas, representadas por quatro principais subtipos: 

Leucemia Mieloblástica Aguda (LMA), Leucemia Mieloblástica Crônica (LMC), 

Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) e Leucemia Linfoblástica Crônica (LLC) (22).  

As leucemias agudas são progressivas e agressivas, devido a rápida proliferação 

das células imaturas, denominadas de blastos leucêmicos, com agravamento em um curto 

intervalo de tempo. Enquanto as crônicas, resultam da proliferação de células maduras 
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bem diferenciadas, apresentando uma progressão lenta, seguida de uma fase acelerada 

que, ao longo do tempo, pode se transformar em uma leucemia aguda (23) 

Em relação a leucemia mieloblástica, ocorre frequentemente em adultos com 

mais de 55 anos, já a leucemia linfoblástica é mais frequente em crianças menores de 15 

anos. Assim, dentre as leucemias agudas da infância, a LLA destaca-se por ser a neoplasia 

pediátrica de maior ocorrência no mundo, representando 25% de todas as neoplasias 

infantis, tendo maior incidência entre crianças de dois a três anos, com uma ligeira 

predominância no sexo masculino (22). 

Há diferentes tipos de LLA que são distribuídas de acordo com a linhagem 

acometida, podendo ser uma LLA de células B (85% dos casos), célula T (10-15% dos 

casos) e células Natural Killers (NK) (<1% dos casos). A incidência varia entre os 

diferentes continentes, mas pode ser influenciada, em parte, pela industrialização, além 

dos diferentes métodos de diagnósticos, bem como ferramentas de notificação. A 

incidência da LLA é maior em hispânicos (43 casos/milhão) e brancos (caucasianos) 

americanos (36 casos/milhão), com menores taxas em negros americanos e asiáticos (15 

casos/milhão) (18,24). 

Estimativas da Organização Mundial da Saúde (OMS) descrevem que irão 

ocorrer 249 mil casos novos de leucemia no triênio 2023-2025. No Brasil, segundo 

informações publicadas pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA), há uma estimativa de 

mais de 11.540 casos de leucemias, com um risco estimado de 6.250 casos para homens 

e 5.290 para mulheres (25).  

A incidência nas regiões do país é variável, com os casos de leucemia ocupando 

a sexta posição entre os mais frequente nas Regiões Norte (4,53 por 100 mil habitantes) 

e Nordeste (5,54 por 100 mil) do Brasil, seguido pela Região Sudeste (5,83 por 100 mil), 

com a 11ª posição. Na Região Centro-oeste (4,29 por 100 mil), é a 12ª neoplasia mais 

frequente, enquanto na Região Sul (7,28 por 100 mil), ocupa a 14ª posição. Entre as 

mulheres, é o sexto mais frequente na Região Norte (3,64 por 100 mil), ocupando a nona 

posição na Região Nordeste (5,08 por 100 mil), seguida pela Região Sul (6,97 por 100 

mil), com a 11ª posição. Nas Regiões Centro-oeste (3,27 por 100 mil) e Sudeste (4,36 por 

100 mil), é o 13° e 14º tipo de câncer mais frequente, respectivamente. Em relação à 

mortalidade, em 2020, ocorreram no Brasil, 6.738 óbitos por leucemia (3,18 por 100 mil 
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habitantes), sendo 3.703 óbitos (3,58 por 100 mil) em homens, 3.035 óbitos (2,80 por 100 

mil) em mulheres (25–27). 

Referente a Região Norte, estudo realizado no estado do Amazonas, demonstrou 

alto número de casos de LLA (577 casos em 10 anos) no Estado do Amazonas, sendo 459 

(79,55%) casos de LLA de células B, 52 (9,01%) de células T, e um caso de LLA 

bifenotípica (T/B). Em adição, 65 casos, não registravam o subtipo definido (11,27%). 

Os pacientes em sua maioria estavam na faixa etária de ≤10 anos, com uma 

predominância no sexo masculino. A capital do Estado, Manaus (Figura 4), foi 

identificada como a cidade com a maior incidência, com 310 (55,56) casos, seguido pelos 

municípios de Tefé e Maués (11 e 10 casos, respectivamente) (28,29). 

 

 

Figura 4: Incidência de casos de LLA no estado do Amazonas e seus municípios.  

Fonte: (28), adaptado pelo autor. 

 

2.1.3 Aspectos Clínicos  

Nos estágios iniciais da LLA, o seu diagnóstico é difícil, pois os sintomas se 

assemelham ao de outras doenças. No entanto, conforme as CLs se acumulam na MO, 

impedem a expansão de células progenitoras hematopoiéticas normais. Digno de nota, as 

leucemias agudas, apresentam uma rápida evolução, sendo usualmente agressivas, 

evoluindo para óbito rapidamente. Nesse sentido, destaca-se a necessidade da realização 
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de um diagnóstico precoce, sensível e que possa inferir acerca do prognóstico e 

tratamento, possibilitando maior chance de cura ao paciente (30). 

Assim, a maioria dos sinais e sintomas presente na LLA é resultado da 

diminuição de células sanguíneas maduras, tendo como principais sinais e sintomas a 

anemia, trombocitopenia e leucopenia com neutropenia. Os pacientes que são acometidos 

com anemia podem apresentar fadiga, dispneia, cefaleia ou dor torácica. Os que 

apresentam trombocitopenia podem apresentar hematomas ou sangramento faciais, 

principalmente do nariz e das gengivas (±60% dos pacientes). Mesmo no cenário de uma 

contagem de leucócitos normal ou elevada, os pacientes podem apresentar sintomas de 

disfunção de suas células imunológicas. Isso pode ser evidente através de feridas cutâneas 

ou mal cicatrizadas, infecções recorrentes e, em alguns casos até sepse (31). 

O aumento dos linfonodos acontece pela disseminação de blastos leucêmicos 

para os gânglios linfáticos, como, por exemplo, na região do pescoço, virilha ou axilas, 

podendo ser notado como nódulos sob a pele (Figura 5). Os linfonodos do tórax ou 

abdômen também podem aumentar de tamanho, mas, esses só podem ser diagnosticados 

por exames de imagem, como tomografia computadorizada ou ressonância magnética 

(32). Já o inchaço no abdômen ocorre em função do acúmulo de blastos leucêmicos no 

fígado e no baço, provocando aumento de tamanho desses órgãos. Isso pode provocar 

uma sensação de saciedade após uma pequena refeição, além de provocar dor no 

quadrante superior esquerdo do abdômen (32). 

 

2.1.4 Diagnósticos da LLA 

O diagnóstico clínico se inicia pelos sinais e sintomas apresentados pelos 

pacientes, em conjunto com os achados laboratoriais. O primeiro exame realizado é o 

hemograma, que apresenta um quadro de pancitopenia, consistindo na redução das três 

linhagens hematopoiéticas, levando à anemia, leucopenia e plaquetopenia, caracterizados 

como a tríade leucêmica (33).   

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/immunocompetent-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/recurrent-infection
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Figura 5: Sinais e sintomas presentes na leucemia, causado pelo aumento do número de 

blastos leucêmicos e a diminuição de células sanguíneas maduras.  

Fonte: (32), adaptado pelo autor. 

 

Em alguns casos, essas alterações podem ocorrer de forma mais acentuada, 

indicando um risco maior e progressão da doença, ou ainda em casos que apresentam 

forma mais moderada. Entretendo, para a confirmação do diagnóstico da LLA, é 

necessário a realização do exame denominado mielograma, que consiste na análise 

citomorfológica do material da MO, juntamente com exames de imunofenotipagem 

celular, citogenética e biologia molecular (34). 

Para realizar a classificação da LLA é realizado a imunofenotipagem por 

citometria de fluxo, detectando os marcadores celulares específicos para cada tipo de 

linhagem e estágio de maturação celular, identificando os subtipos de leucemias, que não 

são distinguidos através da avaliação por morfologia. A identificação do tipo celular 

envolvido na leucemogênese é de grande importância médica, influenciando diretamente 

no regime terapêutico em que o paciente será submetido (35). 
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Em 2008, as LLA de células B e T foram foi subclassificadas pela OMS com 

base em suas alterações genéticas, como as translocações t (9;22) ou t (12;21), rearranjos 

no gene MLL ou alterações no número de cromossomos (aneuploidia). Essa 

subclassificação é de extrema importância para o manejo e acompanhamento do paciente, 

sendo atualizada em 2016, com a descrição de mais de 10 subtipos de LLA, que passaram 

a ser classificadas com base na combinação das características citomorfológicas, 

expressão de antígenos de superfície celular, além das alterações genéticas e moleculares, 

as quais estão relacionadas com o prognóstico da doença (9,36). 

A Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (IARC), juntamente com a 

OMS em 2018, iniciou o processo que definiu as atualizações referentes a classificação 

das leucemias, estabelecendo regras de governança e os princípios de classificação para 

classificação de tumores. A OMS reconhece a crescente importância dos dados genéticos 

e outros dados moleculares na avaliação das neoplasias de origem linfoides, no entanto, 

também foi levado em consideração o fato de que os recursos para os diagnósticos 

necessários não estão disponíveis universalmente. Assim, para facilitar uma abordagem 

mais detalhada ao diagnóstico foi realizada uma nova atualização para a classificação de 

neoplasias das células B em 2022, sendo assim, foi publicado a 5ª versão de classificação 

da LLA-B com base nas alterações genéticas (Tabela 1) (37). 

 

Tabela 1: Classificação da LLA-B pela OMS de 2022. 

Neoplasias de células B precursoras 

Leucemia/linfoma linfoblástico B, NOS 

Leucemia/linfoma linfoblástico B com hiperdiploidia 

Leucemia/linfoma linfoblástico B com hipodiploidia 

Leucemia/linfoma linfoblástico B com iAMP21 

leucemia/linfoma linfoblástico B com t(9;22) (q34;q11.2); BCR-ABL1 

Leucemia/linfoma linfoblástico B, tipo BCR-ABL1 

Leucemia/linfoma linfoblástico B com t(v;11q23.3); KMT2A- reorganizado 

Leucemia/linfoma linfoblástico B com t(12;21) (p13.2;q22.1); ETV6-RUNX1 

Leucemia/linfoma linfoblástico B com ETV6: Características do tipo RUNX1 

Leucemia/linfoma linfoblástico B com t(1;19) (q23;p13.3); TCF3-PBX1 

Leucemia/linfoma linfoblástico B com t(5;14) (q31.1;q32.1); IGH / IL3 

Leucemia/linfoma linfoblástico B com fusão de TCF3: HLF 

Leucemia/linfoma linfoblástico B com outras anormalidades genéticas definidas 

Fonte: (37), adaptado pelo autor. 



27 
 

A OMS descreve que na leitura citomorfológica do mielograma, o achado de no 

mínimo 20% de blastos leucêmicos são suficientes para o diagnóstico de Leucemia 

Aguda, pois caracteriza um estado de monotonia e clonalidade celular, representando um 

ambiente medular doente. Após esse achado, utiliza-se a técnica de citometria, com o 

objetivo de identificar os blastos leucêmicos a partir de antígenos de superfície, 

citoplasmático e nucleares, denominados “cluster of differentiations” (CD). Estes 

permitem identificar o grau de maturação de cada blasto, com posterior subclassificação 

fenotípica da LLA-B (Figura 6) (38). 

 

 

Figura 6: Estágios de maturação imunofenotípica de células B. 

Fonte: (39), adaptado pelo autor.  
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2.1.5 Protocolos de Tratamento para a LLA 

Durante muitos anos, a LLA permaneceu como doença sem tratamento e o seu 

prognóstico era desfavorável ao paciente. Com o passar dos anos, avanços foram 

observados, principalmente relacionados ao conhecimento da fisiopatologia da doença, 

com aperfeiçoamento dos protocolos clínicos, além da descrição de drogas 

quimioterápicas testadas e utilizadas nesses pacientes. Atualmente, a LLA possui uma 

taxa de cura alta, com a quimioterapia intensiva, no entanto, existem pacientes que não 

respondem de forma desejada ao tratamento (19). 

Nesse sentido, a pesquisa de células clonais residuais foi iniciada, pois é um forte 

indício de recaída e que ocorre entre 10-20% dos pacientes, sendo observado a não 

resposta aos agentes quimioterápicos. Isso ocorre devido a fatores intrínsecos e 

extrínsecos e por conta disso, foi proposto a criação dos grupos de risco de tratamento, 

onde os pacientes serão estratificados de acordo com critérios clínicos e laboratoriais, tais 

como idade, contagem de leucócitos no momento do diagnóstico e as características 

citogenéticas como aneuploidia e presença de translocações. Com esses aprimoramentos, 

resultados positivos foram observados, aumentando as taxas de sobrevida global livre da 

doença para até 80% (40,41). 

Adicionalmente, foi descrito que a participação de mediadores imunológicos no 

microambiente tumoral pode influenciar na proliferação e sobrevivência de blastos 

leucêmicos (Figura 6). Estudos demonstram que a participação da interleucina 15 (IL-

15) demonstrou promover a sobrevivência da LLA no SNC. Em adição, níveis elevados 

de IL-7 no líquido cefalorraquidiano (LCR) têm sido associado a doenças inflamatórias 

do SNC (42). 

Outros mediadores que podem colaborar com a promoção de um microambiente 

favorável a progressão doença é a citocina IL-10, promovendo a diminuição de respostas 

imunes citotóxicas. Outra citocina que colabora para a resistência leucêmica é a IL-6, que 

atua sustentando a proliferação, sobrevivência e disseminação de células malignas no 

microambiente tumoral. Além disso, as quimiocinas CXCL-9, CXCL-10 e CXCL-11 

também demonstraram exercer uma atividade pró-tumoral, diminuindo a apoptose de 

blastos leucêmicos induzida pela quimioterapia em pacientes com LLA-B (1,43,44). 
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Aliado aos critérios descritos, desde 1999, grupos estudam a eficácia dos 

tratamentos utilizados para LLA, como o Children's Oncology Group (COG) combinados 

com a avaliação da doença residual mensurável (DRM) por Citometria de Fluxo (CF) 

durante a terapia de indução. Até hoje, esse critério é considerado um dos mais 

importantes preditores de prognóstico e resposta terapêutica em crianças, adolescentes e 

adultos. Os grupos Italian Association of Pediatric Oncology Ematology (IAPOE) e 

Berlin-Frankfurt-Münster (BFM) em 2000 também estudaram a avaliação da DRM 

baseados em Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) realizados no dia 33 e no dia 78 de 

tratamento, para dividir os indivíduos em grupos de baixo, intermediário e alto risco, 

fornecendo uma melhor visualização de acompanhamento dos pacientes (45).  

Nesse sentido, um dos protocolos de maior notoriedade internacional, o 

Protocolo BFM, na sua versão de 2009 (BFM-2009), estratifica os pacientes em grupos 

de risco, com base em parâmetros clínicos e laboratoriais, além da avaliação da DRM. 

Dessa forma, há um ajuste na dose dos medicamentos utilizados, onde os pacientes de 

alto risco são tratados com quimioterapia mais intensiva.  

 

 

Figura 7: Influência dos mediadores imunológicos na proliferação e sobrevivência de 

blastos leucêmicos no microambiente tumoral de pacientes com LLA-B.  

Fonte: 1,43, adaptado pelo autor com o Biorender®. 
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O tratamento pelo protocolo BFM-2009 é dividido em quatro fases: Indução da 

Remissão, Consolidação, Manutenção e Profilaxia do SNC.  A terapia de indução da 

remissão, tem como objetivo principal alcançar a remissão completa da doença, atingindo 

uma contagem <5% de blastos saudáveis na MO. A consolidação tem como objetivo 

reduzir a DRM e ajustar a intensidade do tratamento conforme a estratificação de risco 

de recaída. Já a profilaxia do SNC é iniciada durante a fase de indução e inclui 

quimioterapia e radioterapia (46). Segundo o protocolo BFM-2009, os pacientes são 

estratificados ao diagnóstico com base nos seguintes critérios: idade, número de 

leucócitos no sangue periférico e análise citogenética (Tabela 2) (47,48).  

 

Tabela 2: Critérios de estratificação de risco no diagnóstico, de acordo com BFM-2009 

(49). 

Parâmetro de 

risco 
BR RI AR 

Idade 
Idade > 1 ano e < 6 

anos 

Idade > 1 ano e < 6 

anos 

Idade > 1 ano e < 6 

anos 

Leucometria ao 

Diagnostico 

< 20.000 

leucócitos/µl 

< 20.000 

leucócitos/µl 

< 20.000 

leucócitos/µl 

Citogenética 

Ausência de t(9;22) 

ou de recombinação 

BCR-ABL; ausência 

de t(4;11) ou de 

recombinação MLL-

AF4 

Ausência de t(9;22) 

ou de recombinação 

BCR-ABL; ausência 

de t(4;11) ou de 

recombinação MLL-

AF4 

Presença de t(9;22) 

ou de recombinação 

BCR-ABL; ou 

presença de t(4;11) 

ou de recombinação 

MLL-AF4 

Abreviação: BR, Baixo Risco; RI, Risco Intermediário; AR, Alto Risco.   

   

No Brasil, com a implementação do protocolo nacional a partir da década de 80, 

foram obtidos bons resultados no tratamento da LLA infantil. O Grupo Brasileiro de 

Tratamento da Leucemia Infantil (GBTLI), publicou em 1983 o primeiro protocolo 

multicêntrico de tratamento da LLA infantil. Desde então, quatro estudos foram 

realizados e concluídos referente aos anos de 1982, 1985, 1993, 1999 (50). 

Em 2009 foi realizada a última atualização, com o protocolo GBTLI-2009 

apresentando uma nova proposta de tratamento, com estratificação dos pacientes nos 

grupos terapêuticos de baixo risco (BR) e alto risco (AR), levando em consideração 
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fatores de prognóstico. Com essa nova atualização, foi relatado que a taxa de sobrevida 

das crianças tratada com o protocolo foi de aproximadamente 76,3% para o grupo de 

baixo risco (BR) e 59,8% para o grupo de alto risco (AR), o que demonstrou um grande 

avanço referente ao acompanhamento ao paciente ao longo das sessões de terapia (51). 

Dentre as fases do tratamento, temos a terapia de indução da remissão, que se 

apresenta como uma etapa de grande importância para o prognóstico do paciente, cujo 

objetivo consiste em alcançar a remissão clínica completa em 4 semanas de acordo com 

o grupo de risco que o paciente se encontra. Assim como o Protocolo BFM-2009, a 

estratificação de risco ocorre com base em parâmetros clínicos e laboratoriais, como: 

idade, contagem de leucócitos, imunofenótipo, presença de linfoblastos no sistema 

nervoso central e análise citogenética (Tabela 3). Além disso, o acompanhamento da 

resposta precoce da quimioterapia também é um fator de prognóstico crítico para avaliar 

a resposta ao tratamento (36). 

 

Tabela 3: Critérios de estratificação de risco no diagnóstico, de acordo com o GBTLI-

LLA-2009. 

Parâmetro de risco Baixo risco (BR) Alto risco (AR) 

Idade em anos ≥ 1 e <9 <1 ou ≥ 9 

Contagem de Leucócitos <50.000 / mm3 ≥ 50.000 / mm3 

Linfoblastos no SNC Ausente Presente 

Citogenética Ausência de achados 

citogenéticos de alto 

risco 

Presença de achados 

citogenéticos de alto risco: t 

(9;22) - BCR/ABL ou t(4;11) 

- KMT2-AFF1 

Fonte: (5), adaptado pelo autor. 

 

Na Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia (HEMOAM), 

atualmente o protocolo utilizado para o tratamento de LLA-B é o BFM-2009 e o GBTLI-

2009. Esses protocolos são distribuídos em 6 fases da terapia que é realizado da seguinte 

forma: para a estratificação dos pacientes em BR e AR de recaída, é realizado a contagem 

e avaliação morfológica de blastos no SP ao final da terapia de pré-fase ou 8º dia da 

indução (D8). Posteriormente, é realizado a contagem de blastos na MO no 15º e 35º dia 

da indução (D15 e D35, respectivamente), para avaliar se o paciente alcançou a remissão 
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da doença, apresentando quantidades indetectáveis de blastos leucêmicos residuais, 

caracterizando a ausência de DRM. Essa avaliação é considerada para que sejam 

realizados ajustes na terapêutica adotada, reestratificando os pacientes ou alterando o 

protocolo de tratamento (52). 

 

2.2 Doença Residual Mensurável 

A doença residual mensurável (DRM) é caracterizada como a presença de 

blastos leucêmicos residuais além do nível de sensibilidade avaliado pela citomorfologia, 

ou seja, por metodologias mais sensíveis como citometria de fluxo ou métodos 

moleculares, sendo em última análise, de fundamental importância para o 

acompanhamento do paciente. As avaliações de DRM são definidas pelos médicos como 

uma ferramenta clínica para estratificar os pacientes em grupos de risco durante o curso 

de quimioterapia, imunoterapia e/ou terapia com o transplante de MO. A pesquisa de 

DRM também é um determinante prognóstico primário do progresso pós-terapêutico que 

irá direcionar o médico em sua conduta para o melhor manejo clínico (1,53).  

Para realizar a avaliação da DRM são utilizadas técnicas capazes de detectar a 

presença de blastos residuais na MO e SP do paciente, podendo ser usado a citometria de 

fluxo, com marcadores específicos para detectar os antígenos de superfície de células 

malignas, além da reação em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (qPCR), 

para detectar transcritos de fusão específicos ou rearranjos de genes de receptores de 

imunoglobulina. À medida que os ensaios de detecção da DRM se tornam mais sensíveis, 

o futuro da terapia da LLA irá utilizar cada vez mais a análise como um critério para 

intensificar ou modificar a terapia, visando a prevenção de recaídas, ou desintensificar a 

terapia, visando a redução da morbidade e mortalidade relacionadas ao tratamento (1,53) 

 

2.2.1 Deteção de blastos leucêmicos através do mielograma 

O mielograma é o exame que avalia uma porção do órgão formador das células 

do sangue, a medula óssea. Após sua punção, é feita a extensão sanguínea da amostra em 

lâmina e posteriormente é realizada a análise morfológica. Esse exame medular se torna 

de grande importância para o diagnóstico e monitoramento das doenças hematológicas. 

Quando uma doença hematológica eminente não puder ser diagnosticada ou classificada 
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pelo sangue, o mielograma é indispensável. A avaliação histológica da medula óssea por 

biopsia só é necessária se a punção do aspirado de medula não for representativa, ou 

quando o diagnóstico diferencial da doença em suspeita requerer obrigatoriamente a 

biopsia de medula óssea (54). 

Embora os métodos morfológicos sejam capazes de detectar populações de 

blastos leucêmicos com uma sensibilidade geralmente de 5% de células anormais ou 

mais, a detecção de DRM, só é possível com os níveis de sensibilidade atingindo 0,01% 

podendo chegar até 0,001% de CLs. Embora ainda seja utilizado em muitos centros, como 

a Fundação HEMOAM, o método possui baixos níveis de detecção da DRM, com 

sensibilidade de < 52, ou seja, detecção de 1 CL em até 500 células normais.  

Além disso, em contraste com a avaliação morfológica padrão, métodos para 

detecção de DRM não permitem uma distinção confiável do células progenitoras normais 

que caracterizam a recuperação da medula pós-terapia das células progenitoras 

leucêmicas que representam a persistência da doença. Contudo, para a detecção da DRM, 

é necessária uma maior sensibilidade, exigindo dessa forma, a aplicação de métodos não 

convencionais (55).  

 

2.2.2 Detecção da DRM por Citometria de Fluxo 

A Citometria de Fluxo (CF) é uma técnica sofisticada, que funciona com base 

no princípio de dispersão de luz e emissão de fluorescência por células marcadas com 

anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos específicos, que são interceptadas por 

um laser. Essa metodologia oferece várias vantagens, pois permite análises 

multiparamétricas rápidas e quantitativas de populações de células, com resolução célula-

célula. Além disso, também permite a classificação morfológica das células para separar 

as subpopulações com base em diferentes parâmetros. A dispersão da luz visível é medida 

em duas direções diferentes, a dispersão frontal (Forward Scatter ou FSC) que pode 

indicar o tamanho relativo da célula e a dispersão lateral (Side Scatter ou SSC) que indica 

a complexidade interna ou granulosidade da célula (56). 

O Citômetro, equipamento responsável por realizar essas análises, é composto 

por três sistemas principais: sistema fluídico, óptico e eletrônico. O sistema fluídico 

consiste em fluido de bainha (geralmente uma solução salina tamponada) que é 
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pressurizado para fornecer e focar a amostra para a interceptação do laser ou ponto de 

intercepção onde a amostra é analisada. O sistema óptico consiste na excitação de lasers 

à medida que as células incidem nesse foco de luz, com obtenção de dados que serão 

avaliados por uma série de filtros dicróicos que direcionam a luz fluorescente para 

detectores específicos e os filtros determinam os comprimentos de onda da luz que são 

lidos para que cada fluorocromo individual possa ser detectado e mensurado. Mais 

especificamente, filtros dicróicos são filtros que passam a luz através de um comprimento 

de onda mais curto ou mais longo e refletem a luz restante em um ângulo.  

O sistema eletrônico converte os sinais dos detectores em sinais digitais que 

podem ser lidos por um computador. Os filtros band-pass detectam uma pequena janela 

de um comprimento de onda específico da luz. Por exemplo, um filtro band-pass 450/50 

permite a passagem de luz fluorescente com um comprimento de onda de 450 nm +/− 

25nm através do filtro para ser lida pelo detector. Já um filtro 450 long-pass permite que 

a luz com um comprimento de onda maior que 450 nm passe pelo filtro e reflita os 

comprimentos de onda mais curtos da luz em um ângulo para ser enviado para outro 

detector. Com isso a citometria de fluxo é uma ferramenta poderosa que tem aplicações 

em vários campos, como imunologia, virologia, biologia molecular, biologia do câncer e 

monitoramento de doenças infecciosas (57). 

No contexto da DRM, essa metodologia permite a avalição de blastos 

leucêmicos residuais com uma sensibilidade de aproximadamente um blasto leucêmico 

entre 10-4 até 10-6 células nucleadas, tendo uma resolução de detecção de 1 blasto 

leucêmico em um intervalo de 10.000 a 1.000.000 células analisadas. Contudo, é 

importante destacar que existe a possibilidade das mudanças fenotípicas que podem 

ocorrer durante a terapia de indução, sendo comum observar mudanças transitórias de 

antígeno induzidas pela terapia, sugerindo maturação da população de blastos. Mudanças 

para um fenótipo mais maduro, incluindo reduções na intensidade de CD10 e CD34, bem 

como aumentos na intensidade da expressão de CD20 e CD45, podem ser observadas. Ao 

considerar terapias citotóxicas convencionais, a expressão de CD19 é relatada como um 

marcador relativamente estável, no entanto, o aumento do uso de novas terapias 

direcionadas ao CD19 como o (CAR-T) tornou esse antígeno menos confiável em alguns 

cenários terapêuticos da LLA-B (58).  
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A avaliação de DRM baseada na CF proporciona melhor identificação do perfil 

de maturação dos blastos. Isso pode ser refletido na avaliação de marcações com 

anticorpos monoclonais para LLA-B, sendo importante identificar alguns marcadores 

específicos, como CD10, CD19, CD20, CD34, CD45 e CD38, descritos tanto para fase 

inicial dos estágios de maturação, quanto para definição de estágios mais tardios desse 

processo. O marcador de superfície CD19, é uma molécula de transdução de sinal que se 

expressa ao longo do desenvolvimento das células B, devido a essa alta expressão, é um 

marcador clínico ideal para identificação dessa linhagem celular (39). 

Para avaliar a maturação da linhagem de células B, é necessário avaliar o CD10, 

CD19, CD20, CD34, CD38 e CD45. Além disso, é importante levar em consideração que 

alguns desses marcadores sofrem modulação de expressão, como CD19 e CD20 

(upregulation), CD10 e CD34 (downregulation), durante a terapia de indução, devido à 

ação dos corticosteroides (Figura 8). Portanto, alguns marcadores imunofenotípicos 

associados à leucemia (LAIP) são adicionados para distinguir mais claramente as células 

regenerativas das células leucêmicas residuais após a imunossupressão (59). 

 

 

 

Figura 8: Estratégia de análise de dados para maturação dos linfócitos B, com base nos 

marcadores principais (CD19/CD10/CD20/CD34/CD45). A) Gráficos de pontos de 

CD34 vs CD10; B) CD10 vs CD20. C) Definição de 1 desvio padrão (DP) (linha 

tracejada) ou 2 DP (linha sólida) dos 2 subconjuntos de células B mais imaturos (pré-BI 

[verde claro] e pré-B-II/imaturo [azul escuro]) exibidas em uma visão APS para 

maturação das células.  

Fonte: (60). 
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Em relação aos marcadores que são associados as translocações, destaca-se o 

CD66c e o CD123 que estão associados à hiperdiploidia. O CD66c é expresso em grande 

proporção na leucemia linfoblástica aguda de células percussoras B (LLA-CPB) 

pediátrica, sendo significativamente mais frequente nos casos BCR-ABL1 positivos do 

que nos negativos. Embora o CD123 seja um marcador característico de células 

dendríticas plasmocitóides (pDC), há evidências de que um subconjunto de pDC pode ser 

desenvolvido a partir do progenitor linfoide comum. Esse subconjunto de pDC tem 

expressão intermediária do CD19 e expressa o CD22 e o CD81, de forma semelhante às 

células B. Essas células CD123+/CD19+ podem ser observadas quando mais de 5 milhões 

de eventos são adquiridos e devem ser diferenciadas dos blastos leucêmicos residuais 

CD10+ e CD19+ (59,61).  

Outros marcadores, como o CD73 e o CD304 são avaliados, mas estes 

geralmente são negativos nas células percussoras B (CPB) normal e frequentemente super 

expressos na LLA-CPB. Já o CD73 pode ser regulado positivamente em células B 

leucêmicas e o CD304 pode ser expresso em níveis baixos em células pré-B (CD34+), 

associado à translocação TEL-AML1. Embora a expressão de CD304 permaneça positiva 

em avaliações pós-terapia, ela pode diminuir em avaliações posteriores. Além disso, o 

NG2 (associado ao rearranjo MLL) podem ser usados como marcadores da DRM 

opcionais para casos de LLA pré-B (59,61).  

 

2.2.3 Detecção da DRM pelo teste molecular (qPCR) 

A PCR em tempo real (qPCR) é uma técnica que permite a quantificação dos 

produtos de amplificação gênica em todas as fases de uma reação de PCR. Durante a 

qPCR, o acúmulo de amplicons é detectado em “tempo real”, para cada ciclo da reação, 

por meio da excitação de fluorocromos que marcam sondas/sequências específicas ou 

primers usados na reação. A PCR em tempo real requer uma plataforma de 

instrumentação que contém um termociclador acoplado a um sistema ótico para a 

excitação da fluorescência e captura da emissão, além de um computador para aquisição 

de resultados e análise final da reação. Várias tecnologias de PCR em tempo real estão 

disponíveis no mercado (62). 
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A mensuração molecular de DRM envolve a identificação de um marcador 

leucêmico no momento do diagnóstico, seja uma fusão gênica anormal, mutação genética 

ou rearranjos de um receptor de célula B, sendo usado para rastrear a presença de células 

malignas em níveis baixos durante as remissões. Isso pode ser realizado por meio de 

abordagens baseadas em qPCR. A sensibilidade dos métodos moleculares varia entre 

diferentes estudos e técnicas e elas podem alcançar de 10-4 a 10-6, mas deve-se mencionar 

que um dos principais determinantes da sensibilidade de um ensaio é a quantidade de 

DNA/RNA obtido após a coleta da amostra (63). 

A maioria dos protocolos de tratamento atuais da LLA-B inclui avaliações para 

DRM baseadas na análise de reação em cadeia da polimerase (PCR) de genes de 

receptores de rearranjos gênicos. Embora a CF também possa ser usada para detecção de 

DRM, estudos indicam que a especificidade e a sensibilidade do diagnóstico para a DRM 

baseados em CF são inferiores ao diagnóstico de DRM baseadas na qPCR. No entanto, 

foi mostrado que o uso de marcadores fluorescentes combinando 6 ou 7 cores, além da 

introdução de novos marcadores e novas combinações melhorou significativamente a 

análise da DRM por CF em pacientes com LLA-B. Essas melhorias foram 

particularmente relacionadas à especificidade, enquanto a sensibilidade ainda continua 

menor do que para os métodos baseados em qPCR. Para melhorar ainda mais a avaliação 

da DRM, foi incorporado um novo protocolo do Consórcio EuroFlow, denominado Bulk 

Lyse, que permite uma maior eficiência na aquisição e análise, baseado no aumento do 

número de leucócitos no momento do preparo das amostras (64). 

 

2.3 Aspectos Clínicos para DRM na LLA-B 

A avaliação da DRM na LLA tem se mostrado uma ferramenta indispensável 

para orientar os protocolos terapêuticos em direção a um tratamento mais assertivo e 

eficaz. Nesse sentido, podemos dizer que esse método é um poderoso preditor da resposta 

terapêutica, fundamental na prática clínica. Os pacientes com LLA podem alcançar a 

remissão completa seguindo o protocolo de tratamento indicado pelo hematologista, mas 

a recidiva da leucemia ainda ocorre em uma proporção significativa nos pacientes. A 

avaliação da resposta durante a fase de indução da remissão tem sido feita por morfologia, 

através do aspirado de MO, no entanto, esse método tem a sensibilidade e especificidade 
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limitada assim podendo apresentar resultados errôneos para a avaliação da DRM. Nesse 

sentido, é preciso incorporar novos métodos que possam apresentar alta sensibilidade para 

acompanhar a resposta terapêutica com precisão, identificando os pacientes que 

alcançaram a remissão completa ou que ainda possuam a doença não detectável (65,66). 

Novas abordagens, como a CF multiparamétrica, tem como objetivo permitir 

alcançar uma sensibilidade de 10-4 a 10-6, comparável à sensibilidade alcançada pela 

análise da DRM por qPCR. Dessa forma, se uma amostra apresentar de 10 a 40 blastos 

leucêmicos, deve ser adquirido pelo menos 4 milhões, de modo a garantir a sensibilidade 

necessária. Como a celularidade das amostras de MO obtidas durante as fases iniciais do 

tratamento é frequentemente baixa, a marcação de amostras de MO usando os protocolos 

normais do Consórcio EuroFlow não permitiria a aquisição de milhões de células.  

Nesse sentido, as análises por citometria de fluxo devem ser atualizadas, sendo 

proposto a utilização do protocolo de Bulk Lyse de eritrócitos, também descrito pelo 

Consórcio EuroFlow. Neste método de enriquecimento de células em amostras com baixa 

celularidade, se realiza a lise dos eritrócitos e a concentração no número de células a 

serem avaliadas. Esse aumento significativo pode chegar em valores acima de 10 milhões 

de células, que são necessárias para uma avaliação eficaz e com uma sensibilidade alta da 

DRM (64).  

A detecção molecular da DRM em pacientes com LLA é considerada como 

“padrão ouro”, sendo utilizado como método sensível para avaliar números baixos de 

blastos leucêmicos (67,68). Embora, outros métodos sejam utilizados para 

monitoramento da DRM, tecnicamente tanto a CF quanto a qPCR possuem uma 

sensibilidade a partir 10-4, sendo igualmente adequadas para proporcionar uma avaliação 

precisa do estado da doença (69). Essas técnicas quando utilizadas em conjunto, permitem 

identificar a eliminação insuficiente de blastos durante o tratamento inicial e 

consequentemente o reaparecimento de blastos leucêmicos, assim evidenciando os 

critérios para definir de remissão morfológica completa ou recidiva medular (70,71). 

Em resumo, a análise citomorfológica a partir do mielograma apresenta baixa 

sensibilidade e por ser mais demorada e manual, erros podem acontecer, impedindo uma 

precisão adequada. Em comparação, a CF, tem um grande potencial para realizar o 

acompanhamento devido a uma rápida aquisição, além de uma sensibilidade de 10-4, 
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podendo chegar até 10-6, quando executados com protocolos de otimização e aumento de 

celularidade, como o uso do protocolo de Bulk lyse. Por fim, a qPCR possui ótima 

sensibilidade, todavia, uma grande desvantagem que deve ser considerada é o grande 

número de translocações e rearranjos que os pacientes leucêmicos podem apresentar, 

dificultando a identificação da translocação/rearranjo específico, além de apresentar um 

alto custo (Tabela 4) (63,64,72,73).  

 

Tabela 4: Comparação das metodologias para a quantificação de blastos leucêmicos e 

avaliação de DRM 

Técnicas Sensibilidade Tempo Aplicabilidade Custo Ref 

Mielograma <10-2 Demorada Mais trabalhosa Baixo (20) 

CF 10-4 a 10-6 Rápida < 90% Baixo (64,74) 

qPCR 10-4 a 10-6 Rápida 40-50% Alto (75) 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

• Demonstrar as implicações clínicas e laboratoriais da identificação de blastos 

leucêmicos, caracterizando a presença da DRM, durante o protocolo de tratamento 

dos pacientes pediátricos com Leucemia Linfoblástica Aguda de células B. 

 

3.2 Objetivos Específicos  

• Descrever o perfil clínico-laboratorial dos pacientes pediátricos com Leucemia 

Linfoblástica Aguda de células B durante a terapia de indução da remissão; 

• Avaliar a detecção precoce da doença residual mensurável no sangue periférico 

ao oitavo dia (D8) da terapia de indução da remissão de pacientes pediátricos com 

Leucemia Linfoblástica Aguda de células B; 

• Estimar a detecção da doença residual mensurável na medula óssea ao décimo 

quinto dia (D15) e trigésimo quinto dia (D35) da terapia de indução da remissão 

de pacientes pediátricos com Leucemia Linfoblástica Aguda de células B; 

• Investigar as implicações clínicas e laboratoriais da identificação precoce da DRM 

em pacientes pediátricos com Leucemia Linfoblástica Aguda de células B. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Aspectos éticos 

O presente estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Biomarcadores 

celulares e moleculares envolvidos na resposta imunológica de pacientes com Leucemia 

Linfoblástica Aguda: Novas abordagens aplicadas ao diagnóstico, prognóstico e 

terapêutica” aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Fundação HEMOAM, 

sob número de parecer 4.982.395/2021 e CAAE 51257921.2.0000.0009. 

 

4.2 Modelo, Área e População de estudo 

Trata-se de um estudo analítico, do tipo longitudinal e prospectivo, realizado na 

Fundação HEMOAM, localizada na cidade de Manaus-AM, para avaliação da 

negatividade/positividade para doença residual mensurável (DRM) em pacientes 

pediátricos recém-diagnosticados com LLA-B, admitidos no serviço de hematologia 

pediátrica no período de vigência do estudo (Figura 8). 

 

 

Figura 9: Fluxograma do trabalho 
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4.3 Critérios de elegibilidade  

Foram utilizados como critérios de inclusão: pacientes recém-diagnosticados 

com LLA-B, admitidos no Serviço de Hematologia Pediátrica da Fundação HEMOAM 

no período de abril de 2023 a fevereir de 2024, com idade entre 1 a menor de 18 anos, 

tratados com o Protocolo GBTLI-2009 ou BFM-2009, mediante aceitação do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e/ou Termo de Assentimento Livre 

Esclarecido (TALE), para aquelas acima de 6 anos de idade, alfabetizadas; critérios de 

não inclusão: material biológico insuficiente ou coagulado; e critérios de exclusão: 

solicitação da retirada do TCLE e/ou TALE. 

 

4.4 Obtenção dos dados clínicos e laboratoriais 

Os dados clínico-laboratoriais foram coletados a partir de registros do 

Laboratório de Marcadores Celulares e dos prontuários dos pacientes, através do Setor de 

atendimento médico e estatístico (SAME) e sistema iDoctor. As variáveis coletadas 

foram: idade, sexo, estratificação do grupo de risco de tratamento, dados do hemograma 

e mielograma. 

 

4.5 Obtenção das amostras 

Para este estudo, foram utilizadas amostras de medula óssea (MO) e sangue 

periférico (SP), obtidas através de punção aspirativa da crista ilíaca, esterno ou tíbia e 

através de punção venosa, respectivamente, sendo coletados aproximadamente 2mL de 

MO e 4mL de SP em tubos EDTA, pela equipe médica da Fundação HEMOAM.  As 

coletas ocorreram nos dias 8, 15, 35 e 84 da terapia de indução da remissão e consolidação 

(D8, D15, D35 e 84, respectivamente). Parte do volume das amostras, foram 

encaminhados ao Laboratório Multidisciplinar de Pesquisa, onde foram identificados com 

o código do projeto e então utilizados para a realização do protocolo de Bulk Lyse e 

posterior imunofenotipagem. 

 

4.6 Protocolo de Bulk Lyse 

Em função da baixa celularidade apresentada pelos pacientes na fase inicial do 

tratamento, o Consórcio EuroFlow padronizou protocolo para aperfeiçoar a preparação 
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das amostras, chamado de Protocolo de Bulk Lyse, utilizado para concentrar o número de 

leucócitos, a partir da lise expressiva dos eritrócitos. Após a lise, os leucócitos são 

ressuspensos em um pequeno volume de tampão de lavagem (PBS). Este novo protocolo 

permitiu a marcação de 10 milhões de células em 100 µl de suspensão de células por tubo, 

valor necessário para a avaliação da DRM. 

Esse protocolo é validado para amostras de medula óssea e sangue periférico. 

Digno de nota, é necessário avaliar a concentração de células antes de qualquer 

manipulação por um contador hematológico. Para atingir a sensibilidade necessária, que 

é de 10-4 a 10-6, foi utilizado esse protocolo antes da marcação com pelo menos de 10x106 

células nucleadas para os tubos de CF contendo os marcadores descritos no protocolo do 

Consórcio EuroFlow, que é a condição necessária para a avaliação. 

 

4.7 Imunofenotipagem Celular para DRM na LLA-B 

Após a etapa de Bulk Lyse, foi realizado protocolo de imunofenotipagem, com 

painel de marcação específico para a detecção de blastos leucêmicos (Tabela 5).  

 

Tabela 5: Painel de marcadores para avaliação da DRM 

TUBOS FITC PE PerCP PE-Cy7 APC APC-H7 

1 CD20 CD66c/CD123 CD34 CD19 CD45 CD10 

2 CD38 CD73/CD304 CD34 CD19 CD45 CD20 

3 CD38 CD81 CD34 CD19 CD45 CD10 

 

Primeiramente, os tubos foram identificados com as iniciais dos pacientes e tipo 

de amostra (MO ou SP), em seguida foi realizada a distribuição dos anticorpos 

monoclonais para cada tubo (seguindo o painel destinado ao intervalo do tratamento 

correspondente: D8 ao D84). Para essa etapa, foi importante utilizar os reagentes 

necessários para o procedimento, como o reagente de fixação e de lavagem, respeitando 

seus respectivos tempos de incubação e centrifugação. Ao final do processo, a amostra 

foi ressuspensa com 500 μl de PBS 1x para aquisição. O material foi adquirido no 

FACSCanto II, do Laboratório de Marcadores Celulares da Fundação HEMOAM, 

equipamento que, a partir da incidência de lasers, irá identificar e contabilizar as CLs de 

acordo com os marcadores relacionados ao comprometimento maturativo (Figura 10). 
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Figura 10: Processo de aquisição e análise da imunofenotipagem, amostra passando pelo 

citometro de fluxo e gerando gráficos para análise. 

Fonte: Elaborado pelo autor.  

 

4.8 Análise da Imunofenotipagem 

Os resultados adquiridos no citômetro de fluxo, foram analisados com o software 

KaluzaC (v1.2) da Beckman Coulter, que oferece diferentes opções de gráficos e 

resultados com tabelas. Este software inclui recursos avançados, entre eles processamento 

de arquivos multicoloridos com até 20 milhões de eventos em tempo real, oferecendo 

também velocidade analítica que é drasticamente mais rápida do que outros softwares 

disponíveis no mercado. 

A análise foi realizada com as células marcadas após a concentração com o 

protocolo Bulk Lyse. Em resumo, a população celular de interesse apresenta tamanho 

pequeno e baixa complexidade interna e foi identificado por meio de marcadores 

específicos utilizando gráficos para segregar os leucócitos até os blastos separadamente 

conhecido como gates, foram processados e adquiridos em gráficos do tipo dotplots, 

divididos em parâmetros de fluorescência, conforme descrito na Figura 11. 
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Figura 11: Representação gráfica da análise das populações celulares com o software 

KaluzaC (v1.2). A: representação do gráfico de complexidade (SSC) x CD45, com a região 

de leucócito em destaque; B: representação do gráfico CD20 x CD10 para identificar a 

maturação do linfócito; C: representação do gráfico CD34 x CD19 assim utilizando os 

marcadores de células anômalas para marcar os blastos; D: representação do gráfico CD10 

x CD19 para linfócitos imaturos com a dupla positividade para esses marcadores. 

Fonte: Elaborado pelo autor.  

 

4.9 Definição da DRM nos tempos de tratamento: D8, D15, D35 e 84 

Os protocolos para LLA-B atuais associam a análise morfológica com a avaliação 

da DRM para indicar a resposta ao tratamento em pontos de tempo precoces e tardios. No 

D8, que é o primeiro momento para a avaliação da resposta terapêutica, a maioria dos 

protocolos utilizam a análise morfológica de SP para estratificação de risco, definindo em 

respostas boas e ruins, com contagens de blastos leucêmicos no SP abaixo e acima de 

1.000 células/mm3. Para refinar essa avaliação, a análise da DRM surge como uma 

maneira mais sensível de orientar o tratamento neste ponto de tempo mais precoce, com 

resultados positivos na resposta ao tratamento. Além disso, considerou-se DRM negativa 

a caracterização da contagem de blasto no SP <1.000 células/mm3 (5).  

Para a avaliação da DRM no D15, o material coletado é o SP, juntamente com a 

MO, e o nível de corte considerado para a negatividade foi de <0,01% (<10-4). Este 
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parâmetro foi aplicado para a avaliação da resposta terapêutica nas duas primeiras 

semanas do tratamento, com o objetivo de orientar o esquema quimioterápico, 

identificando aqueles pacientes com uma resposta boa ou ruim a quimioterapia (76). No 

final da indução da remissão (D35), a avaliação da DRM por citometria de fluxo deve 

alcançar a sensibilidade variando de 10-4 e 10-6, sendo que essa análise deve apresentar 

um resultado <0,01% a <0,001%, para considerar o paciente com DRM negativa, caso 

contrário, considera-se a positividade para a DRM, reestratificando o paciente em alto 

risco (20). Paciente que está na fase de consolidação (D84) deve permanecer com a DRM 

negativa, pois caso tenha um valor >0,01% esse paciente está em fase de recaída da 

doença.  

 

4.10  Análise descritiva e estatística 

Os dados clínico-laboratoriais dos pacientes foram apresentados em formas de 

tabelas, elaboradas com o programa Microsoft Excel. Para elaboração das análises 

descritivas e estatísticas foram utilizado o software GraphPad Prism (v.8.2). Inicialmente 

foram realizados testes para verificar normalidade dos dados, através do teste de Shapiro-

Wilk. Os dados apresentaram distribuição não paramétrica e as análises comparativas 

entre duas variáveis foram realizadas com teste Mann-Whitney, enquanto para as 

comparações das variáveis com três ou mais grupos foi realizado através do teste de 

Kruskal-Wallis, seguido de pós-teste de Dunn’s para múltiplas comparações entre grupos. 

A significância estatística foi considerada em todos os casos em p<0,05.  
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5. RESULTADOS  

5.1 Características da população do estudo e dados laboratoriais  

No período de abril de 2023 a fevereiro de 2024 foram incluídos no estudo 25 

pacientes diagnosticado com LLA-B com idade mediada de 6 anos (IQR 3-11). O sexo 

feminino foi predominante com 17 (68%) pacientes. Todos os indivíduos foram avaliados 

e iniciaram o tratamento com o protocolo BFM-2009 e as características da população do 

estudo e dados laboratoriais estão descritos na Tabela 06.  

Em relação aos grupos de risco de tratamento, ao diagnostico (D0), 10 (40%) 

pacientes foram categorizados com o grupo alto risco, seguido do grupo de risco 

intermediário com 8 (32%) e baixo risco com 7 (28%) indivíduos. Essa classificação foi 

feita com base nos parâmetros definidos para caracterizar cada grupo, tais como idade, 

resultado da análise da citogenética e infiltração do SNC.  

Posteriormente, esses parâmetros foram utilizados juntos com a análise da DRM, 

com o objetivo de re-estratificação dos pacientes no 15º dia após o diagnostico (D15). 

Nessa análise, foi observado que os 25 (100%) pacientes avaliados apresentaram DRM 

positiva, sabendo-se que o valor de referência era <0,01%. Assim, após essa avaliação, 

foi observado mudança visível nos grupos de tratamento, com 17 (68%) pacientes 

classificados no grupo de alto risco, seguido de 7 (28%) com risco intermediário e 1 (4%) 

no grupo de baixo risco.  

Para os valores de mielograma feito no D35, foi observada a seguinte classificação 

de acordo com a contagem de blastos na medula óssea: M1 com contagem <5%, sendo 

observado maior predominância com 16 (64%) pacientes e; M3 com contagem >25%, 

com 1 (4%) paciente. Além disso, o exame não foi realizado em 8 (32%) pacientes.  

Por fim, a avaliação do mielograma no D84, foi utilizado os mesmos parâmetros 

do D35, sendo observado que a maioria dos pacientes foi classificada como M1, com 21 

(84%) indivíduos. Novamente, foi observado que o exame não foi realizado, somando 4 

(16%) pacientes. Por fim, observou-se que 3 (12%) pacientes foram a óbito dentre os 25 

indivíduos incluídos no estudo (Tabela 06).  
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Tabela 6: Característica demográficas e clínicas dos pacientes pediátricos com LLA-B. 

Abreviaturas: LLA-B, leucemia linfoblástica aguda de células B; NR, Não 

realizado; SP, sangue periférico; MO, medula óssea; IQR, intervalo interquartil; 

DRM, doença residual mensurável; D8, dia 8 da terapia de indução; D15, dia 15 da 

terapia de indução; D35, final da terapia de indução; D84, dia 84 da terapia de 

consolidação; M1, <5% linfoblastos; M2, 5-25% de linfoblastos; M3, >25% de 

linfoblastos. 

Variáveis 
 

N = 25 
 

   
Idade, mediana (IQR)  6 (1-11) 

Sexo, masculino/feminino  8M/17F 

Faixa etária, n (%)   

1 à <5  10 (40%) 

5 à <10  9 (36%) 

10 à <15  6 (24%) 

Imunofenótipo   

LLA-B comum (CD10+)  25 (100%) 

Protocolo de tratamento   

BFM-2009     25 (100%) 

Estratificação de risco no D0   

Baixo risco   5 (20%) 

Risco intermediário  13 (52%) 

Alto risco  7 (28%) 

Re-estratificação de risco no D15   

Baixo risco  2 (8%) 

Risco intermediário  11 (44%) 

Alto risco  10 (40%) 

Doença residual mensurável no D15 [n (%)]   

Negativo  0 (0%) 

Positivo  25 (100%) 

Mielograma ao D35 [n (%)]   

M1 

 

 

 16 (64%) 

M2  0 (0%)  

M3  1 (4%) 

 NR  8 (32%) 

Mielograma ao D84 [n (%)]   

M1 

 

 

 21 (84%) 

M2  (0%)  

M3  0 (0%) 

NR  4 (16%) 

Óbito durante a quimioterapia de remissão [n (%)]   

Não  22 (88%) 

Sim  3 (12%) 
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Ao analisarmos os resultados do hemograma do sangue periférico, observamos 

que ao diagnóstico e ao longo do tratamento quimioterápico, os pacientes apresentaram 

alterações substanciais na contagem de células. Os dados podem ser observados na 

Tabela 07. Quando analisamos os valores de leucócitos totais, contagem de eritrócitos e 

concentração de hemoglobina, observamos que os pacientes apresentaram leucopenia e 

anemia em todos os tempos, com os menores valores no D0 e D8. Além disso, foi 

observado linfopenia ao D0, sendo observado aumento gradual dos linfócitos até o D84, 

sem alteração significativa na contagem dos neutrófilos. Em relação a contagem de 

monócitos, eosinófilos e basófilos, os pacientes apresentaram monocitose, eosinofilia e 

basofilia em todos os tempos avaliados, com exceção do D8, para a contagem dos 

basófilos e D15 para contagem dos eosinófilos e basófilos (Tabela 07). 

Em relação aos resultados do hemograma da medula óssea, observamos a 

diminuição progressiva de leucócitos, com exceção do D84. Além disso, aumento 

progressivo da contagem de eritrócitos, plaquetas e concentração de hemoglobina. 

Adicionalmente, observamos valores flutuantes na contagem de linfócitos, neutrófilos, 

monócitos, eosinófilos e basófilos. Os dados referentes a avaliação da medula óssea estão 

descritos na Tabela 08. 
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Tabela 7: Hemograma do sangue periférico dos pacientes pediátricos com LLA-B durante a quimioterapia de remissão. 

Parâmetros 
 SP  Valor de Referência 

 D0  D8  D15  D35  D84   

             
Leucócitos totais (x103/uL), 

mediana (IQR) 
 

1,3  

(3,2 - 3,7) 
 

2,0  

(1,2 - 2,5) 
 

2,7  

(1,1 - 3650) 
 

3,4 

 (2,6 - 5,0)  
 

3,3  

(2,6 - 5,8) 

 
5 - 13 x10³/µL 

Linfoblastos - ABS [%], 

mediana (IQR)  
116  

(16 – 542) 
 

110  

(14 - 442) 
 

0  

(0 - 20) 
 

0  

(0 - 10)   
 

0  

(0 - 22)  

 
<20 

Linfócitos (x103/uL), 

mediana (IQR)  9,0 (2,5 - 2,8)  
1,2  

(970 - 1,8) 
 

1,1  

(735 - 2,2) 
 

2,1  

(720 - 4,1)  
 

1,2  

(975 - 1,9)  

 
1 - 5 x10³/µL 

Neutrófilos (x103/uL), 

mediana (IQR)  
4,7  

(1,1 - 13) 
 

1,5  

(3,5 - 39) 
 

3,2  

(1,0 – 4,7) 
 

2,5  

(1,7 – 5,4) 
 

3,8  

(2,7 – 4,3) 

 
1,5 - 8 x10³/µL 

Monócitos (x103/uL), 

mediana (IQR)  
3,0  

(1,6 – 6,3) 
 

5,0  

(2,6 – 10) 
 

4,0  

(2,0 – 7,5) 
 

1,0  

(0,5 - 2,2)  
 

3,7  

(2,9 – 5,7)  

 
0,2 - 1 x10³/µL 

Eosinófilos (x103/uL), 

mediana (IQR)  
3,5  

(1,7 – 7,7) 
 

5,0  

(2 – 20,0) 
 

0  

(0 – 1,0) 
 

5,0  

(1 – 20,0)  
 

2,1  

(2,0 – 6,7) 

 
0,1 - 1 x10³/µL 

Basófilos (x103/uL), 

mediana (IQR)  
2,1  

(2,0 – 8,1) 
 

0  

(0 – 2,2) 
 

0  

(0 – 2,2) 
 

1,0 

 (1,0 – 2,0)  
 

1,0  

(1,0 – 2,0)  

 
0,02 - 0,1 x10³/µL 

Eritrócitos (x106/uL), 

mediana (IQR)  
2,9  

(2,6 – 3,3) 
 

2,9  

(2,6 – 3,3) 
 

2,9  

(2,2 – 3,4) 
 

3,0  

(2,6 – 3,2)  
 

3,0  

(2,9 – 3,4)  

 
4,5 - 5,9 x 106/µL 

Hemoglobina (g/dL), 

mediana (IQR)  
8,7  

(7,5 – 9,2) 
 

8,1  

(7,2 - 9,9) 
 

8,3  

(7,5 – 8,9) 
 

8,8  

(7,9 – 9,4) 
 

10,0  

(8,7 – 10,6) 

 
12,5 - 18 g/dL 

Plaqueta (x106/uL), 

mediana (IQR)  
370  

(200 - 780) 
 

365  

(220 - 975) 
 

850  

(340 - 189) 
 

252  

(181 - 422) 
 

252  

(181 - 422) 

 
200 - 400 x10³/µL 

             
Abreviaturas: LLA-B, leucemia linfoblástica aguda de células B; SP, sangue periférico; IQR, intervalo interquartil; D0, dia do diagnóstico; 

D8, dia 8 da terapia de indução; D15, dia 15 da terapia de indução; D35, final da terapia de indução; D84, dia 84 da terapia de consolidação. 
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Tabela 8. Hemograma da medula óssea dos pacientes pediátricos com LLA-B durante a quimioterapia de remissão. 

Parâmetros 
 MO 

 D0  D15  D35  D84 

         

Leucócitos totais (x103/uL), mediana (IQR)  
89,2 

(49,8 - 162.1) 
 

52,7 

(36,9 - 85,2) 
 

10,5 

(64,9 - 19,6) 
 

24,9 

(10,8 - 54,1) 

Linfoblastos - ABS [%], mediana (IQR)  
79 

(27 - 11) 
 

5 

(20 - 117) 
 

3 

(0 - 137) 
 

0 

(0 - 117) 

Linfócitos (x103/uL), mediana (IQR)  
6,0 

(3,3 – 9,9) 
 

3,5 

(1,4 - 6,2) 
 

4,6 

(1,3 - 6,9) 
 

4,2 

(2 - 8.5) 

Neutrófilos (x103/uL), mediana (IQR)  
1,5  

(6,1 – 4,4) 
 

7 

(3,2 - 10) 
 

3,0 

(1,8 - 6,1) 
 

13,8 

(5,2 - 31) 

Monócitos (x103/uL), mediana (IQR)  
3,0 

(1,2 - 6,3) 
 

9,0 

(7,5 - 1,7) 
 

6,5 

(3,5 - 1,5) 
 

1,7 

(1,1 - 3,1) 

Eosinófilos (x103/uL), mediana (IQR)  
7,0 

(2,0 - 2,1) 
 

1 

(0.0 - 3,0) 
 

2,0 

(1,0 - 5,0) 
 

9,0 

(3,3 - 2,1) 

Basófilos (x103/uL), mediana (IQR)  
7,9 

(2,1 - 1,9) 
 

1,4 

(4,5 - 4,8) 
 

6,5 

(3,4 - 1,2) 
 

1,2 

(3,9 - 2,6) 

Eritrócitos (x106/uL), mediana (IQR)  
2,6 

(2,3 - 2,9) 
 

2,7 

(2,4 - 2,8) 
 

2,7 

(2,5 - 3,1) 
 

2,9 

(2,8 - 3,2) 

Hemoglobina (g/dL), mediana (IQR)  
7,8 

(6,6 - 8,4) 
 

7,9 

(7,4 - 8,7) 
 

8,7 

(7,6 - 9,3) 
 

9,4 

(8,6 - 1,0) 

Plaqueta (x106/uL), mediana (IQR)  
46 

(21 - 67) 
 

67 

(30 - 138) 
 

155 

(54 - 255) 
 

212 

(168 - 398) 

  
 

      
Abreviaturas: LLA-B, leucemia linfoblástica aguda de células B; MO, medula óssea; IQR, intervalo interquartil; D0, 

dia do diagnóstico; D8, dia 8 da terapia de indução; D15, dia 15 da terapia de indução; D35, final da terapia de indução; 

D84, dia 84 da terapia de consolidação. 
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5.2 Monitoramento da DRM durante o tratamento da LLA-B 

Com o objetivo de acompanhar os pacientes incluídos no estudo e avaliar a DRM 

em todos os tempos, foi realizada a imunofenotipagem celular por citometria de fluxo 

com o protocolo adaptador pelo Consórcio EuroFlow. No total, foram incluídos 25 

pacientes, no entanto, o acompanhamento e a avaliação da DRM pelo estudo não foi feita 

em todos os pacientes por conta da disponibilidade das amostras de SP / MO. A Figura 

12 resume o quantitativo de pacientes avaliados pelo estudo em cada momento do 

protocolo de tratamento.  

Resumidamente, no D8 é realizada a coleta do sangue periférico, para avaliação 

do número absoluto de blastos com uso do contador hematológico. Nesse momento, 

conseguimos avaliar 15 pacientes pareados, sendo observado que pacientes com 

contagem ≥1.000 blastos/mm3 tiveram um resultado de DRM positiva. No D15, foi 

realizada a detecção da DRM por citometria de fluxo, tanto pela rotina da Fundação 

HEMOAM quanto pelo nosso estudo, sendo realizada em 11 pacientes pareados. A 

diferença entre os protocolos é que em nosso estudo, realizamos a Bulk Lyse para 

concentrar o número de células a ser avaliado aumentando a sensibilidade do teste.  

Em relação ao D35 e D84, a avaliação foi feita pela Contagem Manual (CM) 

com a contagem e identificação de blastos em até 350 células por lâmina de MO.  Em 

nosso estudo, realizamos os ensaios por citometria de fluxo, utilizando o protocolo de 

Bulk Lyse (quando necessário) com o objetivo de avaliar maior número de células e ter 

maior sensibilidade para identificar blastos residuais. Tanto para o D35 quanto o D84, 

foram avaliados 11 pacientes, obtendo-se maior sensibilidade para a detecção da DRM 

em pacientes que tinham uma baixa celularidade (<500.000 células por amostra). 
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Figura 12: Fluxograma de análise das amostras por tempo de avaliação do protocolo de 

tratamento quimioterápico. 

 

Ao realizarmos o comparativo entre as técnicas adotadas pela rotina com a 

análise por citometria de fluxo utilizando o protocolo adaptado do Consórcio EuroFlow, 

nota-se que houve aquisição e avaliação significativamente maior das células pelo método 

descrito em nosso estudo (Figura 13). Esse resultado tem um impacto direto na 

sensibilidade de detecção das CLs em todos os tempos a serem analisados, 

posteriormente.  

 

 

Figura 13: Análise comparativa do quantitativo de células pelas técnicas da rotina e do 

protocolo adaptado do Consórcio EuroFlow.  
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A análise comparativa entre as técnicas utilizadas na detecção de CLs 

demonstrou que o nosso protocolo (adaptado do Consórcio EuroFlow) foi 

significativamente melhor na detecção dos blastos nos tempos D15, D35 e D84 (Figura 

14). Embora no D8 não tenha se observado diferenças significativas, nota-se que a CF foi 

relativamente melhor que a contagem automatizada. Além disso, pôde-se verificar que 

entre uma amostra com menor número de leucócitos, foi possível identificar os blastos, 

até mesmo comparando com os outros grupos de tempo de tratamento. Assim, foi nítido 

a discrepância entre avaliação morfológica e a análise da CF. 

 

 

Figura 14: Detecção de células leucêmicas pela técnica utilizada na rotina 

(CM/CF/MIELO – barra vermelha) e protocolo adaptado do Consórcio EuroFlow (CF – 

barra azul). Para as análises de DRM durante o tratamento, foi utilizado como referência 

no D8 o valor ABS ≥1.000 blastos/mm3 e para os demais tempos em percentual com o 

valor >0,01 para os casos de DRM positivas. 

 

Por fim, realizamos a avaliação da precisão diagnóstica entre os métodos utilizados, 

sendo possível observar que a acurácia foi de 55,3% (IC 95%: 41,3-68,6), com 

sensibilidade de 92,9% (68,5-98,7), especificidade com 39,4% (24,7-56,3), valor 

preditivo positivo (VPP) com 39,4% (24,7-56,3), valor preditivo negativo com 92,9% 

(68,5-98,7) e o índice de concordância Kappa de Cohen com 0,23 (0,03-0,44), conforme 

demonstração da Tabela 9.  
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Tabela 8: Performance da avaliação da DRM vs. metodologias aplicadas na rotina durante o tratamento 

dos pacientes pediátricos com LLA-B 

Protocolo 

Adaptado 

EuroFlow 

 
Acurácia 

(IC 95%) 
 

Sensibilidade 

(IC 95%) 
 

Especificidade  

(IC 95%) 
 

VPP  

(IC 95%) 
 

VPN 

(IC 95%) 
 

Kappa de 

Cohen 

(IC 95%) 
         

    

Teste de Ref. 

(Rotina, %) 
 

55,3% 
(41,3 - 68,59) 

 
92,9% 

(68,5 - 98,7) 
 

39,4% 
(24,7 - 56,3) 

 
39,4% 

(24,7 - 56,3) 
 

92,9% 
(68,5-98,7) 

 
0,23 

(0,0 - 0,4) 
         

    

IC: Intervalo de Confiança de 95%.  
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6. DISCUSSÃO  

É evidente que as CLs são eliminadas rapidamente após o início do tratamento, 

embora o nível de detecção da DRM no final da terapia está associado com os resultados 

positivos da terapia que o paciente foi submetido, prevenindo uma recaída ao longo prazo. 

As análises por citometria e técnicas moleculares são fortes preditores para o 

monitoramento da DRM durante o tratamento, devendo ser implementadas para o 

acompanhamento e estratificação de risco, bem como o manejo clínico, possibilitando 

melhores respostas após o uso dos quimioterápicos e sobrevida do paciente (77,78). Nesse 

sentido, nosso estudo mostrou uma avaliação comparativa entre as técnicas utilizadas na 

rotina de um centro de referência para o tratamento da leucemia infantil com os protocolos 

adaptados do Consórcio EuroFlow. Além disso, a análise foi feita com pacientes com 

LLA-B, com boa distribuição de faixa etária, gênero, protocolo de tratamento, grupo de 

risco e coletas em tempos de tratamento diferentes.  

A maioria dos pacientes com LLA-B incluídos no estudo tinham <10 anos, 

estando esse resultado condizente com a literatura sobre a prevalência dos pacientes com 

leucemia infantil, sabendo que os resultados são inferiores para adultos com LLA-B (41). 

Além disso, foi descrito que a maior frequência dos indivíduos com LLA-B é 

caracterizada pela idade e o gênero masculino, embora alguns autores divergem sobre 

esse dado (79). Além disso, nosso estudo apresentou um dado divergente da literatura que 

descreve o maior índice para o sexo masculino, mas o nosso obteve uma predominância 

para o sexo feminino. Esse achado, embora não seja tão relevante, visto que a nossa 

análise é independente do sexo, deve ter ocorrido devido ao n amostral baixo incluído (25 

pacientes).  

Em relação ao protocolo BFM-2009 que foi único utilizado para os pacientes 

conforme demonstrado na tabela 6, observamos que usa os critérios de estratificação com 

base nos seguintes critérios: número de leucócitos por microlitro no sangue periférico ao 

diagnóstico; classificação imunológica de células T; presença de t(9;22) ou de 

recombinação BCR-ABL, ou de t(4;11), ou de recombinação MLL-AF4; número de 

blastos por microlitro no sangue periférico no D8 e estado de remissão no D33 (47,48). 

Assim, com esses critérios conseguimos observar que os pacientes iniciaram o tratamento 

com seus respectivos grupos de risco, no entanto, foram re-estratificado no D8 e D15 com 

base nos resultados obtidos com técnicas e protocolos diferentes para comparar e verificar 
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a presença de blastos. Conforme descrito na literatura, nossos achados confirmam que o 

método de CF foi mais sensível para acompanhar a DRM por conta do uso dos marcadores 

celulares específicos e o número de eventos analisados em cada amostra, possibilitando 

aumento nas chances de detecção dos eventos raros e superando os valores da técnica 

manual para identificação dos blastos residuais da LLA-B nos pacientes (80). 

Nesse contexto, como tivemos limitação no número total de amostras coletadas 

e acompanhadas dos pacientes em seus tempos de tratamento, conseguimos notar a 

importância de se obter amostras de boa qualidade, bem como o uso de estratégias no 

laboratório capaz de melhorar o isolamento das CLs, como o protocolo de Bulk Lyse que 

foi elaborado pelo consórcio EuroFlow para concentrar os leucócitos. Nesse sentindo, foi 

possível identificar resíduos de blastos que ainda podem estar presente após o tratamento. 

Outra medida necessária é o preparo dos equipamentos, sendo necessários os controles 

de qualidade para tal análise. Assim, o citômetro de fluxo precisa ter seus parâmetros de 

voltagem e compensação alinhados para se ter uma boa aquisição e análise dos dados em 

seguida. Tal medida é necessária para que a avaliação da DRM durante a terapia, pois os 

resultados gerados serão utilizados como preditor das decisões de tratamento e avaliação 

da eficácia da terapia (53,72,81).  

 Além disso, a identificação da célula B a partir de uma célula percussora 

comprometida, analisada em múltiplos parâmetros e verificando a aquisição para 

identificar os marcadores celulares, através da aquisição da CF pela comparação do painel 

de marcadores celular, pode mostrar informações importantes sobre a maturação do 

linfócito B e revelar os blastos leucêmicos (53,72,81). Tal identificação é necessária, 

principalmente com os métodos de diagnósticos avançados, pois a sensibilidade na 

detecção é primordial para identificar essas CLs. Nesse sentido, o uso de outros métodos, 

como a PCR em tempo real (qPCR) e o sequenciamento de nova geração (NGS) podem 

também ser empregados e tem a capacidade de fornecer o monitoramento das células 

chegando a uma sensibilidade de 10-7.  

Embora os ensaios de qPCR e CF possuam excelente sensibilidade (variando de 

10-4 a 10-6) e sejam considerados os principais métodos padrão para analisar a DRM dos 

pacientes durante o acompanhando da terapia quimioterápica, novas alternativas e 

atualizações nos protocolos, sempre devem ser avaliadas (1). Nesse sentido, tem-se 

estabelecido que avaliação da DRM por CF é o mais indicado para os centros hospitalares 
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que não possuem técnicas moleculares, com a utilização da citometria como recurso para 

avaliar e acompanhar a doença durante o tratamento, devido a sensibilidade ser superior 

as técnicas morfológicas, podendo até se igualar as técnicas moleculares utilizando os 

métodos específicos para aumentar a sensibilidade em conjunto com equipamento 

adequado (82,83).  

É necessário ainda que avaliar e adequar, sempre que possível os marcadores 

específicos descrito na literatura para a detecção de blasto durante o tratamento dos 

pacientes. Theunissen et, at. 2017 relata a atualização do uso dos marcadores celulares 

melhorou significativamente a análise da DRM por CF em pacientes com LLA-B. Essa 

melhora na identificação dos blastos foi possível com o uso de marcadores específicos 

como o CD19, CD45, CD34, CD10 e CD20 para avaliar as CLs aliada a análise 

bidimensional e usando softwares capazes de identificar diferentes parâmetros 

simultaneamente, permitindo assim a identificação apropriada dos percursores de células 

B, bem como a caracterização de várias subpopulações oriundas dessas células. Além 

disso, os marcadores CD9, CD123, CD66c, CD81, CD24 e CD10 também foram 

mensurados e obtiveram resultados promissores para realizar o acompanhamento dos 

pacientes com LLA-B (64,84). 

O estudo de Shaver et al analisaram primariamente a contribuição relativa que 

cada marcador indica para detectar a DRM e concluíram que um único tubo contendo 8 

marcadores consistindo em CD9, CD10, CD19, CD20, CD34, CD38, CD45 e CD58 

poderia fornecer utilidade diagnóstica e necessária para o acompanhamento da DRM 

durante a quimioterapia terapia (64,84). Adicionalmente, o monitoramento das CLs na 

análise por morfologia é um forte fator de prognóstico, mas essa técnica é muito limitada 

pela baixa sensibilidade a difícil distinção entre os linfoblastos e os precursores imaturos 

normais.  

Assim, a citometria é a forma de detecção mais sensível que a morfológica, 

sendo indicada para os centros que não possuem técnicas moleculares, corroborando 

assim com os nossos achados comparativos entre os métodos. A detecção da DRM não 

depende apenas das células aberrantes encontradas na medula óssea, mas também do 

quantitativo alto de células que devem ser analisadas, tornando essa técnica a melhor 

alternativa para esses centros. Ressalta-se que para essa análise, é necessária uma amostra 

com cerca de 10 milhões de células, tornando possível a identificação de 1 célula-alvo 
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em 104 a 106 células, aumentando assim a sensibilidade necessária para alcançar todas as 

CLs na amostra do paciente e equiparando-se aos métodos moleculares (5,85). 

Em nosso estudo, observamos que a contagem manual obteve valores baixos 

comparado com a citometria, como esta distrito na Tabela 8 e Figuras 12 e 13. Nessas 

análises foi possível comparar todos os tempos com técnicas diferentes, sendo observado 

que o D8 foi feito por contagem automatizada e demonstrou, embora com baixa 

sensibilidade, ser uma opção para a identificação da DRM. No entanto, esse achado é 

controverso, pois pacientes com baixa quantidade de CLs não foram detectados por esse 

método. Assim, conforme descrito na literatura, ainda há dificuldade para identificar as 

CLs por avaliação da morfologia, sendo promissor e necessário a identificação por 

marcadores celulares, que são os receptores específicos de cada célula, aumentando a 

sensibilidade do teste (83,86,87).  

Além dessa técnica ser mais sensível, é necessário observar que o quantitativo 

de células analisados é importante para aumentar a sensibilidade conforme a análise 

comparativa do D15 demonstrou, onde observamos maior sensibilidade com o protocolo 

do estudo que utilizou uma forma de concentrar o número de células a partir da lise dos 

eritrócitos e ressuspensão calculada. Nesse sentido, verificamos que as análises que 

tiveram um número de aquisição >500.000 células avaliadas quando comparado com a 

análise com <500.000 obtiveram valor significante mais sensível comparando as duas 

metodologias. Resultados similares foram observados nos tempos D35 e D84, onde foi 

comparado a análise da CM versus a avaliação por CF, com diferenças significativas entre 

as técnicas utilizadas e corroborando com os achados da literatura (83,86,87). 

Por fim, observa-se o impacto positivo na detecção dos blastos precocemente, 

quando se avalia a re-estratificação dos grupos de risco de tratamento. Propomos aqui a 

inclusão dessa análise no D8, como descrito anteriormente, pois os ganhos para os 

pacientes será bem maior (88,89).  Nesse sentido, foi observado que o grupo de risco dos 

pacientes ao iniciarem o tratamento no dia do diagnostico (D0) sofreu ajustes 

significativos com base na contagem dos blastos no D8 e D15, sendo observado a 

mudança de vários indivíduos do grupo risco com o qual foi designado inicialmente. Essa 

avaliação precoce é importante para ajustar os protocolos de tratamento, sendo analisados 

atualmente apenas no D15 e leva em consideração a resposta medular e classificação com 

base nos critérios de estratificação (88,89). Essa perspectiva é importante para e 
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minimizar as recaídas ao final do tratamento, analisando o D8 como preditor precoce de 

monitoramento de blastos residuais na circulação, assim como investigar a DRM na MO 

no D15 por CF com o protocolo adaptado do Consórcio EuroFlow. 

O presente estudo apresentou algumas limitações, tais como o número baixo de 

participantes do estudo, quando comparado a outros estudos prospectivos. Além disso, 

tivemos problemas com a análise de amostras de SP e MO no seguimento dos pacientes, 

uma vez que a prioridade seriam os testes de rotina. Embora o presente estudo forneça 

dados relevantes acerca da avaliação da DRM de forma precoce e com protocolo 

adaptado, visto que nem todos os centros possuem um equipamento com amplo espectro 

de detecção com 8 ou mais cores. Além disso, a Fundação HEMOAM passará em breve 

por um upgrade dos equipamentos utilizados na rotina e consequentemente adotará o 

protocolo internacional do Consórcio EuroFlow.  

 

7. CONCLUSÃO 

Como conclusão, podemos perceber que nosso estudo indicou melhores 

resultados quanto a detecção precoce de blastos leucêmicos e a avaliação da DRM durante 

o tratamento quimioterápico. Além disso, observa-se impacto positivo no prognostico dos 

pacientes acompanhados e avaliados com o protocolo adaptador do Consórcio EuroFlow, 

principalmente quando se observa as análises comparativas das técnicas avaliadas. Por 

fim, nossos achados confirmam maior sensibilidade utilizando a CF com o protocolo 

adaptado nas avaliações do D8, D15, D35 e D84, mesmo quando comparamos a avaliação 

por CF feita no D15, pois o protocolo utilizado em nosso estudo realizou a concentração 

de células com o processo de Bulk Lyse para atingir valores significativamente maior de 

células para identificação da DRM durante o tratamento e o impacto que pode ocorrer se 

obtiver os melhores resultados para os pacientes.  
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9. APÊNDICES 

9.1 Apêndice 01: Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa – CEP-HEMOAM  

Este projeto faz parte de um projeto maior denominado Biomarcadores celulares 

e moleculares envolvidos na resposta imunológica de pacientes com leucemia 
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linfoblástica aguda: Novas abordagens aplicadas ao diagnóstico, prognostico e 

terapêutica.  
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9.2 Apêndice 02: Protocolo Bulk Lyse do Consórcio EuroFlow 

 PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO  

 

BCM-LLA  

AIS | BIOMARCADORES CELULARES E  

MOLECULARES NA LLA  

  

Procedimento para Aumento de Leucócitos 

(Bulk Lise) 

N° POP:  

Revisão:  

Data:  

 

1. Objetivo 

Realizar a lise das hemácias com o intuído de aumentar o número dos leucócitos para a realização 

da análise de DRM por meio de citometria de fluxo.  

 

2. Responsabilidade 

Alunos de Mestrado, Doutorado e alunos de Iniciação Científica envolvidos nas pesquisas do 

Projeto BCM-LLA que tem domínio do procedimento.  

 

3. Siglas 

DRM = Doença Residual Mensurável  

BCM = Biomarcadores Celular e Molecular  

LLA = Leucemia Linfoblástica Aguda 

 

4. Preparo da amostra  

4.1 Bulky Lysis para DRM de LLA B – Protocolo EUROFLOW (Tubo Falcon 50ml) 

• 4.1.1 Fazer a diluição do Pharmalyse 1:10 em tubo Falcon de 50ml (45ml de água de 

injeção) + (5ml de Pharmalyse); 

• 4.1.2 Adicionar 2ml da amostra e homogeneizar. Deixar incubando 15 minutos; 

• 4.1.3 Centrifugar 10min 2.300rpm. Verter o sobrenadante; 
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• 4.1.4 Adicionar PBS-W aproximadamente 10ml homogeneizar o pellet delicadamente, 

não utilizar vórtex, e terminar de preencher o volume do tubo de 50ml com o PBS-W, 

homogeneizar novamente;  

• 4.1.5 Centrifugar 5min em 2.300rpm. Verter o sobrenadante;  

• 4.1.6 Adicionar 2ml de PBS-W homogeneizar o pellet delicadamente, não utilizar vórtex, 

e transferir para o tubo de citometria e com mais 2ml lavar novamente o tubo Falcon de 

50ml e juntar ao tubo de citometria; 

• 4.1.8 Centrifugar 5min em 1.700rpm. Verter e ressuspender com 1.000ul de PBS-W. 

Pronto para pipetar.  

 

5. Armazenamento de amostras 

1. O tempo de armazenamento das amostras biológicas é de 1 semana em temperatura 

ambiente na estante destinada a essa finalidade. Amostras já processadas armazenadas 

em geladeira por 24 horas; 

2. As lâminas coradas devem ser eternizadas com Entellan e cobertas com lamínula. O 

tempo de armazenamento das lâminas referentes às amostras biológicas processadas é de 

no mínimo 5 anos em temperatura ambiente no armário destinado a essa finalidade.  

 

6. Observações  

• Se celularidade alta, ressuspender para 400uL. Caso necessário adicionar mais PBS para 

leitura aos tubos. 

• É comum a formação de grumos de células após a lise. Antes da leitura remover com o 

auxílio de pipeta.  

- Antes da leitura é necessário realizar a limpeza diária do citômetro; 

- Abrir um novo experimento e adquirir o máximo de eventos possíveis (até a 

amostra esgotar). 

 

7. Estabilidade e conservação dos reagentes 

• Água estéril: manter a temperatura ambiente;  

• Syto: conservado congelado de -5°C a -20°C até a data de validade do rótulo; 
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• Anticorpos monoclonais, solução de Lysing Solution 10x e Solução Pharm Lyse-lysing 

Bufter 10X: conservados refrigerados de 2°C a 8°C até a data de validade do rótulo; 

• Solução de Lysing Solution 1X: manter em frasco âmbar ou protegido com papel 

alumínio por até 24 horas a temperatura ambiente; 

• Solução de Pharm Lyse – Lysing Bfter 1X: manter em frasco âmbar ou protegido com 

papel alumínio por até 24 horas a temperatura ambiente. 

• Avaliar a concentração da amostra antes de qualquer manipulação. Para obter uma 

sensibilidade esperada de 106. 

• Serão necessárias no mínimo 10 x 106 células nucleadas para serem fenotipadas em cada 

tubo de DRM. 

 Número de células nucleadas 

Número de células iniciais  10 x 106 = 10.000.000 

Objetivo para marcar após BL 10 x 106 = 10.000.000 

Objetivo para análise  5 x 106 = 5.000.000 

• Para exame de DRM de LLA B, colocar amostra suficiente para adquirir no mínimo 

5.000.000 eventos em cada tubo, ou seja, seguir tabela abaixo ou fazer a Bulky Lise em 

amostras com menos que 20.000/ uL. 

 

• Material com menos de 1mL INCUBAR a amostra TOTAL, dividindo entre dois tubos, 

reservar 100ul para alguma possível repetição/ampliação.  

 

 

• Número de Leucócitos • Amostra DRM 

• < 20.000/uL • Bulky Lise 

• 30.000 a 49.000/uL • 300 uL 

• 51.000 a 69.000/uL • 200uL 

• 70.000 a 110.000/uL • 100 uL 

• 120.000 a 200.000/ uL • 50 uL 

• > 200.000// uL • Calcular (menos volume) 
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9.3 Apêndice 03: Protocolo de Imunofenotipagem Celular para DRM 

 PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO 

 

BCM-LLA 

AIS | BIOMARCADORES CELULARES E 

MOLECULARES NA LLA 

 

IMUNOFENOTIPAGEM CELULAR DE CÉLULAS B 

PARA DRM 

N° POP: 003 

Revisão: 

Data: 

 

OBJETIVO  

Realizar a Imunofenotipagem de populações de Células B para análise de DRM; em amostras de 

Medula Óssea (MO) e Sangue Periférico (SP) (Sangue Total – EDTA) em pacientes com LLA-

B. 

  

RESPONSABILIDADE  

Alunos de Mestrado e Doutorado (Biomédicos, Enfermeiros e Farmacêuticos), e alunos de 

Iniciação Científica envolvidos nas pesquisas do Projeto DRM.  

 

ETAPA I – DILUIÇÃO DA AMOSTRA DESEJADA  

      C1.V1=C2.V2.  

EX: 279.000 de Leucócitos                                             C1.V1=C2.V2  

       15.000 Leucócito desejado                                       279.V1= 15.2000  

       2ml de PBS – Volume final.                                    V1 = 107 (µl de MO para 1.893µl de PBS).  

 

CONSIDERAÇÕES GERAIS  

4.1 Antes de iniciar o procedimento no Laboratório Multidisciplinar, o executor deverá colocar 

os EPIs adequados como jaleco e luvas e estar usando sapato fechado adequado;  

4.2 Separar e limpar com gaze e álcool 70%, 4 tubos de citometria por amostra de MO SP, 

totalizando 8 tubos de citometria por paciente;  
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4.3 Orientações sobre diluição de amostra:   

Até 15.000 Leucócitos: 100µl sem diluição;   

Acima de 15.000 Leucócitos: realizar diluição e utilizar 100µl; 

4.4 A temperatura da Centrífuga deve estar entre 22 24°C;  

4.5 Painel de Marcação para o D0, D15 e D35:  

TUBOS FITC PE PerCP PE-Cy7 APC APC-H7 

1 CD20 CD66c/CD123 CD34 CD19 CD45 CD10 

2 CD38 CD73/CD304 CD34 CD19 CD45 CD20 

3 CD38 CD81 CD34 CD19 CD45 CD10 

ETAPA II – MARCAÇÃO DOS ANTÍGENOS DE SUPERFÍCIE  

5.1 Identificar o tubo de citometria com: iniciais do paciente; tipo de amostra (MO e SP); e 

respectivos anticorpos monoclonais obedecendo a sequência dos fluorocromos nos tubos 1,2 e3 

(FITC, PE, PerCP, PE-Cy7, APC e APC-H7);  

5.2 Distribuir em cada tubo os anticorpos monoclonais (seguindo o painel destinado ao intervalo 

do tratamento correspondente: (D8, D15, D35 e D84), trocando a ponteira a cada anticorpo 

pipetado nos tubos. 

ATENÇÃO: A partir desta etapa o ambiente do laboratório conter pouca iluminação.  

5.3 Adicionar no fundo de cada tubo a quantidade de amostra que foi calculada e, logo em 

seguida, homogeneizar no vórtex;  

5.4 Incubar por 20 minutos à Temperatura Ambiente (TA) e ao abrigo de luz;  

5.5 Ao final da incubação, adicionar 2mL de Solução de Lise com as amostras no vórtex;  

ATENÇÃO: Nesta etapa é necessário utilizar óculos de proteção.  

5.6 Incubar por 10 minutos à TA e ao abrigo de luz;  

5.7 Adicionar 2mL da Solução de PBS 1X; 

5.8 Em seguida, centrifugar as amostras a 1700 rpm / 5 minutos;  

5.9 Desprezar o sobrenadante por inversão e deixar escorrer o excesso em papel absorvente;  

5.10 Repetir as etapas 5.7, 5.8 e 5.9.  

5.11 Ressuspender a amostra em 350 µl de PBS 1X para aquisição no citômetro.   
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