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NOTA EXPLICATIVA 

 

 A presente tese segue as recomendações da resolução 03/2010 sobre o formato 

de teses e dissertações do programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde – Área de 

Concentração Saúde da Criança e do Adolescente. De acordo com tal resolução o 

formato de artigo é considerado preferencial pelo colegiado. 

 Logo, a tese obedece ao roteiro demonstrado abaixo: 

1. Introdução; 

2. Revisão da literatura;  

3. Objetivos; 

4. Pacientes e Métodos;  

5. Resultados e discussão: sob o formato de três artigos originais;  

6. Conclusões; 

7. Considerações finais; 

8. Anexos/Apêndices. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
As leucemias agudas correspondem à maioria das neoplasias na infância, sendo 

responsáveis por cerca de um terço das doenças malignas nesta faixa etária. A leucemia 

linfoide aguda (LLA) é diagnosticada em 75% dos casos (INABA et al, 2013). Até 

1950 o diagnóstico de leucemia aguda era fatal, com sobrevida em torno de três meses. 

Na década de 1950, surgiram os primeiros relatos do uso de quimioterapia (QT) no 

tratamento de leucemias (SIMONE, 2006). Tal fato transformou radicalmente a 

evolução da doença. Atualmente, nos serviços de referência para tratamento de LLA na 

infância, as taxas de cura aproximam-se dos 90% (LANINGHAM et al, 2007; INABA 

et al, 2013; PUI et al, 2012).  

Por ser uma doença sistêmica, a LLA comumente apresenta sinais de 

acometimento extramedular. O sistema nervoso central (SNC) é o sítio extramedular 

mais acometido ao diagnóstico (< 5% dos pacientes) e às recidivas (entre 5 a 10% dos 

pacientes) (GASSAS et al, 2014; PUI et al, 2009). Alguns fatores de risco observados 

ao diagnóstico de LLA foram associados a um maior risco de recidiva da doença. Em 

relação às recidivas no SNC, os fatores de risco identificados foram: imunofenótipo T 

dos blastos leucêmicos, presença de alterações citogenéticas – t(9;22) e t(4;11), 

hiperleucocitose e presença de infiltração em SNC ao diagnóstico (PUI et al, 2004).  

Após a introdução da QT sistêmica para tratamento da LLA, observou-se um 

aumento do número de recidivas em SNC (EVANS et al, 1970; SIMONE, 2006). Essa 

observação justifica-se pela melhora da sobrevida dos pacientes e dificuldade dos 

agentes quimioterápicos atingirem o SNC devido à barreira hematoencefálica (BHE) 

(HUTCHISON et al, 1973; SIMONE, 2006). Na tentativa de diminuir as recidivas em 

SNC, terapias direcionadas a esse sistema foram introduzidas, para tratamento e 

profilaxia (HUTCHISON et al, 1973; PUI et al, 2009; SIMONE, 2006). As estratégias 

utilizadas foram: radioterapia (RT) cranioespinhal, QT intratecal (IT) e QT sistêmica em 

altas doses (PIETERS et al, 2008; PUI et al, 2009; RICHARDS et al, 2013; SIMONE, 

2006). Essa abordagem apresentou bons resultados (AUR et al, 1971; CHESSELLS, 

1994; HUSTU et al, 1973; RICHARDS et al, 2013). Após seguimento dos pacientes 

submetidos a RT, observaram-se os efeitos colaterais da irradiação: neoplasias 

secundárias em SNC, anormalidades neurocognitivas e de crescimento, distúrbios 

endócrinos e efeitos neurotóxicos (OCHS et al, 1994; PUI et al, 2008; RIMM et al, 
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1987). A partir desta observação, vários estudos avaliaram protocolos de tratamento que 

preconizavam doses reduzidas de irradiação ou, até mesmo, suspensão do seu uso 

(CHESSELLS, 1994; MANERA et al, 2000; NESBIT et al, 1981; PUI et al, 2008; PUI 

et al, 2009; SCHRAPPE et al, 2000; VEERMAN et al, 2009; VILMER et al, 2000). 

Atualmente, sugere-se que a RT profilática pode ser eliminada do tratamento da LLA 

(PUI et al, 2009; RICHARDS et al, 2013; SIRVENT et al, 2011).  

Para seleção de pacientes de maior risco para recidiva no SNC, que se 

beneficiariam de tratamento mais intensivo, é fundamental o diagnóstico correto da 

infiltração neste sistema. Uma das formas usadas para realização deste diagnóstico é a 

análise do líquido cefalorraquidiano (LCR). Não existe um padrão-ouro estabelecido 

para avaliação do LCR (SAYED et al, 2009). O exame realizado na maioria dos Serviço 

de tratamento de leucemia é a citologia (CT) do LCR, para identificação de células 

leucêmicas (CHAMBERLAIN et al, 2005). Entretanto, a escassez de células neste 

líquido corporal e a presença de linfócitos atípicos com morfologia semelhante à das 

células leucêmicas podem interferir nos resultados, conforme observado na literatura 

(BOROWITZ et al, 1981; GLANTZ et al, 1997; GLASS et al, 1979; PERSKE et al, 

2010). Outros métodos para avaliação do LCR nas neoplasias hematológicas, como 

imunofenotipagem (IMF) e biologia molecular, têm sido estudados, com bons 

resultados (AHLUWALIA et al, 2011; CRESPO-SOLIS et al, 2013; GALATI et al, 

2013; GOMES, 2013). No entanto, ainda não está bem definido na literatura qual seria a 

aplicação destes métodos (IMF e biologia molecular) na estratificação de risco de 

recidiva dos pacientes com LLA. 

O Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG) 

é referência para tratamento de neoplasias na infância. Anualmente são admitidos cerca 

de 20 casos novos de LLA no Serviço de Hematologia Pediátrica. Os pacientes são 

tratados pelos protocolos do Grupo Brasileiro para Tratamento de Leucemias na 

Infância (GBTLI LLA), grupo do qual o HC-UFMG é colaborador. Apesar de todo 

avanço no tratamento da LLA, os últimos resultados observados no HC-UFMG, pelo 

protocolo GBTLI LLA 99, estão aquém do relatado na literatura (probabilidade 

estimada de sobrevida global -SGLO- aos 5 anos de 69,5% ±3,6% e sobrevida livre de 

eventos - SLE- aos 5 anos de 58,8% ±4,0%). Um dos fatores associados a esse pior 

resultado foi a alta incidência acumulada de recidiva em SNC observada (10,9% em 8 

anos) (CANCELA et al, 2012).   
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O presente estudo dá continuidade à linha de pesquisa do Grupo de Hematologia 

Pediátrica do Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina da UFMG dedicada 

ao estudo dos fatores prognósticos nas leucemias infantis. O objetivo foi avaliar novos 

métodos (IMF e reação em cadeia da polimerase – PCR) para a identificação de células 

leucêmicas no LCR dos pacientes diagnosticados com LLA e tratados pelos protocolos 

do GBTLI LLA no serviço de Hematologia do HC-UFMG.  

  Diante do exposto, a relevância do estudo apresentado é que ele poderá contribuir 

para fundamentar uma melhor abordagem diagnóstica e terapêutica, com repercussões na 

sobrevida e na qualidade de vida dos pacientes com LLA.  

  Propõe-se que, com a conclusão desse projeto, a IMF e a PCR, como métodos 

complementares de avaliação do LCR, sejam incorporadas à rotina de diagnóstico e 

acompanhamento dos pacientes com LLA, tratados no Serviço de Hematologia do HC-

UFMG. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
 

2.1. LÍQUIDO CEFALORRAQUIDIANO  

 

O LCR tem funções de amortecimento e lubrificação do SNC, além de 

depuração de resíduos e circulação de nutrientes. Sua produção é derivada de 

ultrafiltração e secreção dos plexos coróides numa taxa de 500 ml/dia. A reabsorção é 

realizada nos vilos aracnóides. O volume de LCR varia entre 80 ml e 150 ml, no adulto, 

e entre 10 ml e 60 ml, no recém-nascido. A regulação do seu conteúdo é realizada por 

sistemas de transporte específico (H+, K+, Ca2+, bicarbonato, etc.) e por difusão passiva 

(proteínas). Algumas substâncias circulam livremente, como a glicose, até ocorrer 

equilíbrio. Esse controle rigoroso é denominado barreira hematoencefálica (BHE). 

A celularidade do LCR normal é pequena, variando de 0 a 5 células/µL. Os tipos 

celulares geralmente encontrados são linfócitos e monócitos numa proporção de 70:30 

em adultos. Nas crianças mais novas, a proporção de monócitos pode ser maior (até 

80%). Outros tipos celulares (polimorfonucleares, células escamosas, células 

ependimais, histiócitos, etc.) podem ser encontrados, em pequeno número, em 

consequência de punção traumática e de métodos laboratoriais que melhoram a 

concentração celular da amostra.  

A avaliação laboratorial do LCR é indicada na suspeita de infecção do SNC, 

hemorragia subaracnoidea, doenças malignas com acometimento do SNC e doenças 

desmielinizantes. (KNIGHT et al, 2007). 

A LLA é uma das principais neoplasias que podem acometer o SNC e levar a 

potenciais alterações no LCR. As células leucêmicas podem infiltrar o SNC por meio de 

vários mecanismos, inclusive de forma iatrogênica secundária a punção traumática. As 

principais vias de introdução dessas células no SNC seriam: por extensão da medula 

óssea (MO) do crânio ao espaço subaracnoideo pelas veias comunicantes; entrada no 

LCR pelo plexo coroide; invasão do parênquima cerebral via capilares cerebrais; ou 

infiltração direta das leptomeninges via lesões ósseas do crânio. Os blastos ainda podem 

invadir as raízes nervosas e chegar ao espaço subaracnoideo através do forame neural, e 

os cloromas podem se estender pelo forame intervertebral e entrar no espaço extradural 

(PINKEL et al,1994; PRICE et al, 1973; PUI et al, 2008; ÜNAL et al, 2008).  
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A coleta do LCR para análise pode ser realizada por meio de punção lombar, 

cisternal, cervical lateral ou de cânulas e derivações ventriculares e reservatórios (de 

Ommaya) instalados cirurgicamente. Até 20 ml de LCR podem ser coletados, conforme 

a necessidade de cada exame solicitado. A coleta deve ser realizada em tubo estéril, 

preferencialmente um que não seja de vidro, pois as células podem ficar aderidas ao 

recipiente. As amostras devem ser processadas imediatamente para se evitar degradação 

celular e alteração dos resultados. O LCR pode ser conservado sob refrigeração, exceto 

para as amostras destinadas à cultura.    

Várias análises podem ser realizadas no LCR coletado: contagem celular total e 

diferencial, CT, bioquímica (glico- e proteinorraquia), culturas, pesquisa de antígenos 

fúngicos e bacterianos, PCR, dentre outros (KNIGHT et al, 2007).  

Na LLA, preconiza-se a coleta de LCR ao diagnóstico e durante todo o 

tratamento, para contagem celular e pesquisa de blastos através da análise citológica. A 

coleta geralmente é realizada por punção lombar.  

 

2.2. DIAGNÓSTICO DA LLA NO SNC 

 

2.2.1. CITOLOGIA 

 

Desde os primeiros relatos de acometimento do SNC pela LLA, nas décadas de 

1950 e 1960, o diagnóstico era confirmado pela análise citológica do LCR. Na ocasião, 

a maioria dos pacientes nos quais o LCR era coletado apresentava sinais e sintomas 

neurológicos. Os protocolos de tratamento, geralmente, não preconizavam a avaliação 

rotineira do LCR para pesquisa de células leucêmicas nos pacientes assintomáticos 

(EVANS et al, 1970; HARDISTY et al, 1967). Coincidentemente com um aumento na 

sobrevida dos pacientes com leucemia, observou-se um aumento na incidência de 

acometimento do SNC, que ocorria em cerca de 50% dos pacientes, em estudos dos 

anos 1960-70 (EVANS et al,1970).   

As alterações descritas no LCR eram aumento da celularidade e presença de 

células leucêmicas à microscopia óptica (HARDISTY et al, 1967; ODOM et al, 1990). 

Já se observava associação entre o número de leucócitos em sangue periférico ao 

diagnóstico com pior sobrevida e maior número de células no LCR nas recidivas em 

SNC. Também foi observado que a contagem de células acima de 1000/µL no LCR era 

associada com maior taxa de recidiva precoce no SNC (HARDISTY et al, 1967). 
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As dificuldades no diagnóstico citológico da infiltração leucêmica no SNC são 

observadas desde os primórdios de sua realização até a atualidade (BOROWITZ et al, 

1981; CRESPO-SOLIS et al, 2012; GALATI et al, 2013; GLANTZ et al, 1997; GLASS 

et al, 1979; GOMES, 2013).  Glass e colaboradores (1979) observaram cerca de 40% de 

resultados falso-negativos da CT do LCR, após confirmação da infiltração leucêmica no 

SNC por meio de autópsias. Wu e colaboradores observaram, pela revisão da CT do 

LCR de 16 pacientes com quadro benigno e 16 com diagnóstico de neoplasias 

hematológicas (nenhuma LLA), sensibilidade de 73%, especificidade de 55%, valor 

preditivo positivo (VPP) de 60% e valor preditivo negativo (VPN) de 66% (WU et al, 

2009).   

Vários fatores podem interferir na avaliação citológica do LCR (CRESPO-

SOLIS et al, 2012; GLANTZ et al, 1997; RHODES et al, 1995): 

 Presença de células inflamatórias (geralmente linfócitos T) decorrentes de 

infecções no SNC ou de processo inflamatório desencadeado pela quimioterapia;  

 Liberação de citocinas pró-inflamatórias que interferem na integridade da BHE; 

 Possível morfologia atípica de linfócitos ativados; 

 Pequeno volume de LCR coletado; 

 Frequente hipocelularidade de amostras; 

 Intervalo considerável entre coleta e processamento;  

 Local da coleta do exame (região lombar, cisternal ou cervical lateral); 

 Punção traumática. 

 

Glantz e colaboradores (1997) avaliaram fatores que poderiam interferir na 

sensibilidade da avaliação citológica do LCR de pacientes com envolvimento 

neoplásico do SNC. Para minimizar os resultados falso-negativos, os autores sugerem, 

entre outras observações: coletar volume ≥ 10,5 ml de LCR e processar a amostra 

imediatamente após a coleta. Em relação ao intervalo entre a coleta e o processamento 

da amostra, há descrição na literatura de que o mesmo possa interferir na viabilidade 

celular, com 50% de células viáveis após 30 minutos da coleta e apenas 10%, após 90 

minutos (GOMES, 2013). Além dos fatores acima, Huppmann e colaboradores (2012) 

relataram um aumento em 5 a 9 vezes no número de células recuperadas nas amostras 

de LCR, após troca da citocentrífuga, o que sugere que a detecção de blastos pode ser 

instrumento-dependente.    
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O fato de os linfócitos serem parte da constituição habitual do LCR e as 

similaridades morfológicas entre linfócitos inflamatórios e blastos leucêmicos no LCR 

são um dos principais fatores que dificultam o diagnóstico da LLA. De forma geral, as 

características morfológicas observadas nos blastos são: células maiores, maior razão 

núcleo/citoplasma, citoplasma basofílico, irregularidade de citoplasma e núcleo, 

presença de nucléolo e figuras de mitose. Na tentativa de se avaliar quais critérios 

morfológicos pudessem distinguir células neoplásicas hematológicas de células 

inflamatórias no LCR, Perske e colaboradores (2010) avaliaram, retrospectivamente, 

lâminas de LCR de 42 pacientes com diagnóstico de neoplasias hematológicas no SNC 

e 26 com doenças infecciosas ou inflamatórias. Nenhum critério avaliado permitiu uma 

clara distinção entre o diagnóstico de neoplasias e de doenças infecciosas ou 

inflamatórias. Entretanto, observou-se, nas células neoplásicas, maior tamanho (2,5 x o 

diâmetro do linfócito normal), formato irregular do citoplasma e cromatina enovelada 

nos núcleos.       

Além das dificuldades na avaliação citológica do LCR descritas acima, ainda 

existe controvérsia acerca de qual seria a melhor definição dos parâmetros citológicos 

para diagnóstico de infiltração no SNC e sua implicação no prognóstico destes 

pacientes. Sabe-se que a presença de 1 célula leucêmica/µL de LCR corresponde a, 

aproximadamente, 105 células em todo o compartimento liquórico (GAJJAR et al, 2000; 

GILCHRIST et al, 1994).  No início dos anos 1980, a definição de infiltração do SNC 

era realizada pela presença de mais de 10 células/µL de LCR e pela presença de blastos 

em amostra citocentrifugada (ODOM et al, 1990). Posteriormente, em workshop 

realizado entre especialistas em Roma, a infiltração leucêmica no LCR foi redefinida 

pela presença de mais de 5 leucócitos/μL e pela observação inequívoca de linfoblastos 

na amostra após citocentrifugação (MASTRANGELO et al,1986). Estudos da década 

de 1990 iniciaram um questionamento sobre esta definição, a partir da observação de 

pior prognóstico da LLA em pacientes com pesquisa de blastos positiva em LCR com 

contagem de células abaixo de 5/µL e pacientes com inoculação de blastos no LCR por 

punção traumática (BÜRGER et al, 2003; GAJJAR et al, 2000; JASTANIAH et al, 

2015; MAHMOUD et al, 1993; SHAIKH et al, 2014). A partir dessas observações, 

elaborou-se nova classificação do LCR para diagnóstico de infiltração do SNC na LLA 

(GAJJAR et al, 2000; MAHMOUD et al, 1993), a saber:  

 SNC 1 – punção lombar não-traumática (<10 hemácias/μL) e ausência de blastos; 



19 

 

 SNC 2 – punção lombar não-traumática (<10 hemácias/μL), contagem de 

leucócitos inferior a 5/μL e presença de blastos; 

 SNC 3 – punção lombar não-traumática (<10 hemácias/μL), contagem de 

leucócitos superior ou igual a 5/μL e presença de blastos; 

 PLT negativa – punção lombar traumática (≥10 hemácias/μL) e ausência de 

blastos; 

 PLT positiva – punção lombar traumática (≥10 hemácias/μL) e presença de 

blastos.    

A definição de infiltração no SNC na maioria dos protocolos é realizada pelo 

achado de LCR classificado como SNC 3. As demais classificações geralmente não são 

consideradas como infiltração no SNC. Alguns protocolos preconizam intensificação na 

QT IT para os pacientes caracterizados como SNC 2 e PLT positiva (JASTANIAH et 

al, 2015; RICHARDS et al, 2013; SIRVENT et al, 2011). Destaca-se, também, que a 

definição de punção traumática pode ser diferente nos diversos centros de tratamento, 

como observa-se nos protocolos da European Organization for Research and Treatment 

of Cancer (EORTC), que utilizam como critério um número ≥100 hemácias/μL de LCR 

(SIRVENT et al, 2011).    

A recidiva no SNC é definida pelo achado de LCR classificado como SNC3, em 

qualquer momento do tratamento, após a remissão. Alguns trabalhos sugerem que 

aqueles pacientes classificados como SNC2 em mais de uma punção, com intervalo de 

quatro semanas, também deveriam ser considerados como recidiva no SNC (ODOM et 

al, 1990; HUPPMANN et al, 2012).  

O uso da CT do LCR para vigilância dos pacientes durante o tratamento de LLA, 

ainda hoje recomendado na maioria dos protocolos de tratamento, foi questionado por 

Jorgensen e colaboradores (2012), após a observação de baixa taxa de detecção de 

recidivas assintomáticas no SNC (0,09%) por esta medida. No entanto, a análise deste 

estudo excluiu o grupo de pacientes de alto risco para recidiva em SNC (JORGENSEN 

et al, 2012). Observou-se em outro estudo, em contrapartida, uma maior taxa de 

detecção de recidivas assintomáticas no SNC, a partir da vigilância de rotina do LCR, 

especialmente nos pacientes com recidiva isolada neste local (GASSAS et al, 2014).   

Alguns questionamentos sobre a infiltração da LLA no SNC merecem destaque. A 

presença de células leucêmicas no SNC ao diagnóstico, como fator prognóstico na LLA, 

poderia ser decorrente de um clone neoplásico mais resistente ou apenas consequência 
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da presença de blastos em um compartimento no qual a QT sistêmica teria maior 

dificuldade de acesso. O diagnóstico de infiltração no SNC, nos protocolos mais 

antigos, participava dos critérios de estratificação de risco. Atualmente, a partir da 

observação de que a maioria dos pacientes classificados como SNC 3 apresentam outros 

marcadores de mau prognóstico, o papel da infiltração do SNC ao diagnóstico da LLA 

ficou mais restrito, mas ainda é fundamental para escolha dos pacientes que podem se 

beneficiar de tratamento mais intensivo para este sistema, como a QT IT e a RT 

(LEVINSEN et al, 2014; RICHARDS et al, 2013; SIRVENT et al, 2011).      

 

2.2.2. IMUNOFENOTIPAGEM 

A citometria de fluxo (CF) caracteriza-se pelo fluxo contínuo de partículas ou 

células em suspensão, que serão contadas, e seus aspectos físicos e químicos, 

mensurados (BACAL et al, 2003; WOOD et al, 2007). O funcionamento do citômetro 

de fluxo é baseado no emprego de radiação laser, fluxo hidrodinâmico, óptica, 

substâncias fluorescentes (fluorocromos) e recursos de informática (SILVA et al, 

Boletins de Biotecnologia).  

Para que seja possível a análise pelo citômetro de fluxo, é necessário que o 

material esteja em suspensão. Medula óssea, sangue periférico, LCR e outros líquidos 

corporais são suspensões celulares por natureza. Outros materiais, como tecidos sólidos 

de biópsias, também podem ser preparados para CF, desde que sejam colocados nessa 

condição (BACAL et al, 2003).  

A IMF por CF é a análise das células marcadas com anticorpos (Ac) 

monoclonais, associados a um fluorocromo, onde a passagem destas através do 

citômetro possibilita a medida do número de células positivas para os Ac marcados 

(BACAL et al, 2003).  

A IMF permite, também, avaliar as várias etapas de maturação celular, ao 

identificar os padrões de diferenciação das diversas linhagens (DEL VECCHIO et al, 

2004). A seleção dos Ac que serão utilizados em cada análise (painel de Ac) dependerá 

das características da população que se pretende avaliar.  

A análise morfológica e citoquímica da MO era o único método utilizado para o 

diagnóstico das leucemias e seus subtipos até há pouco mais de duas décadas. No 

entanto, algumas linhagens celulares podem apresentar características morfológicas 

semelhantes, como é o caso da LLA e das leucemias mieloides agudas (LMA) de 

subtipo M0 ou M7 (VARMA et al, 2011). Como o tratamento e o prognóstico dos 
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pacientes está relacionado com o subtipo celular da leucemia, sua correta identificação é 

indispensável. Há mais de 25 anos, a IMF tem complementado o diagnóstico 

morfológico das leucemias agudas e permitido uma melhor distinção entre as linhagens 

celulares (BOOMER et al, 2011). Sua eficácia é baseada na observação de que as 

células leucêmicas apresentam moléculas (antígenos) de superfície e 

intracitoplasmáticas, frequentemente com fenótipos aberrantes quando comparadas com 

as células hematológicas normais. As aplicações atuais da IMF no diagnóstico das 

neoplasias hematológicas compreendem (VARMA et al, 2011): 

 Distinção das leucemias minimamente diferenciadas e com mieloperoxidase 

negativa entre LMA-M0, LMA-M7 ou LLA; 

 Diagnóstico das leucemias de linhagem ambígua; 

 Subcaracterização das leucemias e linfomas em origem de células B ou T; 

 Monitorização da doença residual mínima (DRM); 

 Identificação de alvos potenciais para terapia. 

Mais recentemente, a IMF tem sido utilizada com sucesso na identificação de 

células neoplásicas no LCR, complementando a CT no diagnóstico da infiltração do 

SNC (ALVAREZ et al, 2012; BROOMBERG et al, 2007; CRAIG et al, 2011; Di 

NOTO et al, 2008; FINN et al, 1998; FRENCH et al, 2000; HEGDE et al, 2005; 

LIANG et al, 2013; MARTINEZ-LAPERCHE et al, 2013; NÜCKEL et al, 2006; 

QUIJANO et al, 2009; RANTA et al, 2015; ROMA et al, 2002; SCHINSTINE et al, 

2006).   

Os primeiros relatos do uso da IMF para identificação de neoplasias 

hematológicas no LCR surgiram na década de 1990. Moriarty e colaboradores (1993) 

avaliaram 31 LCR, no período entre 1988 e 1991, pelo uso da IMF. Foram encontradas 

cinco amostras com proliferação monoclonal. No entanto, a IMF não permitiu a 

identificação do diagnóstico em 11 casos, e 15 amostras foram inadequadas para 

avaliação. Os autores concluíram, na ocasião, que a IMF era de uso limitado no LCR 

devido à sua hipocelularidade. Com o desenvolvimento de citômetros de fluxo mais 

modernos e o aperfeiçoamento da técnica, a CF no LCR começou a apresentar melhores 

resultados. As principais neoplasias estudadas foram os linfomas não Hodgkin de alto 

risco para acometimento do SNC e as leucemias agudas. Os principais resultados destes 
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estudos estão resumidos na Tabela 1. A maioria dos estudos identificou uma melhora 

significativa na sensibilidade para identificação de células neoplásicas no LCR. A 

concordância entre CT e CF nos diversos estudos variou entre 37,5% e 94,0% 

(CRESPO-SOLIS et al, 2012). Os painéis de Ac utilizados, de forma geral, eram 

baseados no imunofenótipo das células neoplásicas encontradas ao diagnóstico da 

doença de base. Outra preocupação na seleção do painel de Ac foi a de identificar 

populações de linfócitos T normais, habitualmente presentes no LCR.  

O processamento do LCR era realizado o mais rápido possível para permitir 

maior viabilidade das células, de preferência nas três primeiras horas após a coleta. 

Alguns trabalhos relataram uso de conservante para processamento posterior da amostra 

(BROMBERG et al, 2007; QUIJANO et al, 2009). 

O volume de LCR utilizado variou consideravelmente (0,1 ml a 10 ml) (CRAIG 

et al, 2011). A capacidade de detecção de clones neoplásicos atingiu níveis tão baixos 

quanto 0,2% das células (HEDGE et al, 2005). Alguns estudos excluíram amostras 

contaminadas com hemácias por acidente de punção (SUBIRÁ et al, 2001), outros as 

incluíram; nestes casos, as amostras eram processadas com solução de lise (FINN et al , 

1998; HEDGE et al, 2005; SCHISTINE et al, 2006).   

Observou-se associação entre o número de células presentes no LCR e a 

positividade dos exames de CT e IMF, sendo que, nos casos em que ambas foram 

positivas, foi constatado maior número de células. Outra observação realizada foi a 

respeito da sintomatologia: nos casos em que a CT e a IMF foram positivas, houve 

maior número de pacientes sintomáticos, quando comparados com os pacientes que só 

apresentaram a IMF positiva (QUIJANO et al, 2009).  

   Algumas recomendações foram formuladas para o sucesso da IMF do LCR 

(CRESPO-SOLIS et al, 2012): 

 Amostras não-traumáticas, com volume acima de 2 ml; 

 Aquisição dentro de três horas após a coleta; 

 Uso de, no mínimo, três cores; 

 Uso de painel de Ac capazes de identificar linfócitos T normais do LCR; 

  Confecção de painel de Ac baseado na IMF da MO ao diagnóstico; 

 Ajuste e calibração adequada do citômetro. 
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Craig e colaboradores (2011) avaliaram 230 LCR de pacientes com suspeita de 

neoplasia no SNC. Dentre os casos avaliados, 74 apresentaram confirmação do 

diagnóstico de neoplasia, sendo 28 casos de LLA. Foram observadas 197 amostras 

negativas pela IMF, 11 positivas e 19, indeterminadas. Duas amostras foram 

inadequadas para análise. Os autores apontaram algumas causas para as amostras 

inadequadas e indeterminadas: poucos eventos adquiridos, presença de artefatos (por 

exemplo: contaminação por ar), marcação inadequada e fluorescência inespecífica 

(CRAIG et al, 2011).   

Outra utilidade da IMF no LCR seria a de auxiliar no diagnóstico diferencial dos 

casos inconclusivos pela CT. Estudo realizado por Schistine e colaboradores (2006), em 

32 pacientes com leucemia e linfoma que apresentaram LCR atípico ou suspeito pela 

CT, mostrou maior número de casos positivos para presença de blastos no LCR pela 

IMF (em seguimento de um ano: 19 pacientes apresentaram IMF positiva; nove tiveram 

CT positiva, e dois apresentaram os dois exames positivos).     

Apesar de haver consenso entre os estudos sobre a melhora significativa na 

sensibilidade da identificação de células neoplásicas no LCR pela técnica de IMF, ainda 

restam dúvidas sobre o impacto deste diagnóstico no prognóstico dos pacientes. Hedge 

e colabradores (2005) observaram nove recidivas em 51 pacientes com diagnóstico de 

linfoma com alto risco para envolvimento do SNC. Na avaliação do LCR ao diagnóstico 

inicial, dentre os pacientes recidivados, quatro apresentaram IMF positiva, e apenas um 

apresentou CT positiva.  

Outro estudo, realizado por Alvarez e colaboradoes (2012), não observou 

diferença na SLE e SGLO nos pacientes com IMF positiva no LCR. Os pacientes 

avaliados apresentavam diagnóstico de linfoma. O tempo de seguimento foi de 14 

meses, e foram apenas quatro recidivas dentre os 101 pacientes avaliados.  

A maioria dos estudos descritos incluiu pacientes adultos e com outros 

diagnósticos além da LLA (linfoma, na sua maioria). Apenas três estudos foram 

identificados com abordagem especifica da LLA, em população pediátrica. Liang e 

colaboradores (2013) avaliaram 313 crianças com diagnóstico de LLA. Foi realizada 

avaliação citológica e IMF do LCR ao diagnóstico, no dia 33 de tratamento e, 

posteriormente, de oito em oito semanas. Apresentaram CT e IMF positivas, 

simultaneamente, 43 pacientes; 79 apresentaram apenas a IMF positiva. O grupo de 

pacientes com apenas a IMF positiva foi subdividido, e 34 receberam doses habituais de 

quimioterapia intratecal (MADIT), enquanto os 45 restantes receberam doses 
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adicionais. Nenhum paciente foi submetido a RT. Observou-se melhor SGLO e menor 

risco de recidiva em SNC no grupo de pacientes que recebeu doses extras de MADIT. 

No período entre 2007 e 2009, 136 pacientes pediátricos com diagnóstico de 

LLA foram avaliados por Martinez-Laperche e colaboradores (2013) pela IMF do LCR 

em diversos momentos do tratamento. Foram avaliadas 990 amostras de LCR, 

correspondentes a 108 pacientes. Ao diagnóstico foram observados 30 LCR com IMF 

positiva e apenas três, com CT positiva. Durante o tratamento nenhum paciente 

apresentou LCR com CT positiva, e 63 apresentaram IMF positiva. A IMF positiva foi 

associada à presença de outros fatores de risco, como imunofenótipo T. Dentre os 

pacientes com IMF positiva no LCR ao diagnóstico, não foi observado maior risco de 

recidiva ou óbito. Já os pacientes que apresentaram IMF positiva durante o tratamento, 

especialmente na fase de manutenção, apresentaram pior SLE e tendência a pior SGLO 

(MARTINEZ-LAPERCHE et al, 2013).  

Outro estudo avaliou o LCR de 214 pacientes, com idade inferior a 18 anos, ao 

diagnóstico inicial de LLA. Observou-se 17,3% de amostras positivas para a presença 

de blastos pela IMF (9,8% foram positivas pela CT). Para o grupo de pacientes com 

contagem de leucócitos no LCR inferior a 5/μL e presença de blastos identificados pela 

CT e/ou IMF foi observada pior SLE e tendência a pior SGLO. Os autores relataram, 

também, maior incidência acumulada de recidiva nos pacientes que apresentaram 

apenas a IMF positiva do LCR ao diagnóstico (RANTA et al, 2015).   

Os bons resultados observados nos estudos sobre IMF no LCR permitiram a 

elaboração de recomendação pelo NCCN (National Comprehensive Cancer Network) 

do uso rotineiro desse exame no diagnóstico do acometimento do SNC nos linfomas 

(BREM et al, 2008). Quanto ao uso da IMF no LCR nas leucemias agudas, persistem 

questionamentos sobre seu real significado, e não existem indicações precisas para sua 

realização e acerca da interpretação de seus resultados. 
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Tabela 1: Comparação entre resultados de estudos de imunofenotipagem do líquido cefalorraquidiano 

 

 

NI:não informado; CF: citometria de fluxo; CT: citologia 

Estudo Período Doenças avaliadas Número de pacientes/amostras Amostras 

inadequadas 

Idade (anos) Amostras positivas CT+/CF- CT-/CF+ CT+/CF+ 

FINN et al, 1998 1994-97 Linfoma                 

(confirmado ou suspeita) 

 

 

 

31/36 

 

9 (para CF) NI 10 1 3 6 

FRENCH et al, 2000 1999 Neoplasias no SNC 

(confirmado ou suspeita) 

32/35 

 

10 (para CF) 

5( para CT) 

NI 9 2 3 4 

SUBIRÁ et al, 2001 NI Leucemias agudas 31/168 0 Crianças e adultos 11 3 6 2 

ROMA et al, 2002 NI Neoplasias hematológicas 

(confirmado ou suspeita)  

43/53 

 

2 (para CF) 6 a 76 21 0 9 12 

HEDGE et al, 2005 1999-2004 Linfomas 60/60 0 9 a 81 14 0 12 2 

NÜCKEL et al, 2006 2000-2004 Neoplasias hematológicas 

(confirmado ou suspeita) 

50/45 5 NI 18 3 3 12 

Di NOTO et al, 2008 2000-2007 Linfomas 42/42 0 NI 11 0 7 4 

QUIJANO et al, 2009 Desde 2006 Linfomas 123/123 0 13 a 92 28 1  

 

21 6 

CRAIG et al, 2011 2008 Neoplasias no SNC 

(confirmado ou suspeita) 

145/230 2 (para CF)  12 1 (neoplasia não 

hematológica) 

9 2 

 

ALVAREZ et al, 2012 

 

2005-2009 

 

Linfomas 

 

111/114 

 

0 

 

18 a 84 

 

14 

 

0 

 

13 

 

1 

 

LIANG et al, 2013 

 

2001-2007 

 

LLA 

 

313/NI 

 

NI 

 

2 a 14 

 

122 

 

NI 

 

79 

 

43 

MARTINEZ-

LAPERCHE et al, 

2013 

2007-2009 LLA 108/990 NI 0 a 15  93 0 90 3 

RANTA et al, 2015 2000-2012 LLA 214/214 NI < 18 38 1 17 20 
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2.2.3. REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE 

 

 

A citogenética e a biologia molecular nas neoplasias hematológicas, 

especialmente na LLA, são essenciais, ao diagnóstico da doença (Tabela 2). A evolução 

destas técnicas tem permitido um melhor conhecimento das bases genéticas da LLA na 

infância (HARRISON et al, 2008; INABA et al, 2013; PUI et al, 2012). Parte dos 

pacientes apresenta alterações cromossômicas nas células leucêmicas, que serão 

importantes na patogênese e manejo clinico da doença. As principais alterações 

observadas são hiperdiploidia com ganho não aleatório de pelo menos 5 cromossomos 

(incluindo X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 e 21), hipodiploidia (< 44 cromossomos) e 

translocações cromossômicas, tais como a t(12;21) presente em 20 a 25% dos casos, a 

t(1;19) em 3 a 6% dos casos e outras menos frequentes como a t(9;22) e rearranjos MLL 

envolvendo 11q23 e outros genes (HARRISON et al, 2008; INABA et al, 2013; PUI et 

al, 2012). No protocolo brasileiro em vigência, as translocações t(9;22) ou fusão 

BCR/ABL e t(4;11) ou fusão MLL/AF4 fazem parte da estratificação de grupos de risco 

para escolha de tratamento mais intensivo (GBTLI LLA 2009). 

 

Tabela 2: Principais indicações da biologia molecular na investigação das neoplasias 

hematológicas  

Diagnóstico Complementar a análise das células neoplásicas, aumentando a 

sensibilidade do diagnóstico, especialmente em casos 

inconclusivos. 

Subclassificação Participar da classificação de algumas neoplasias, conforme 

definições da Organização Mundial de Saúde (OMS). 

Prognóstico Identificar fatores de risco associados a resultados favoráveis ou 

não. 

Monitorar e quantificar a doença residual mínima (DRM).  

Adaptado de VISWANATHA et al, 2007 

 

          Uma das técnicas de biologia molecular aplicadas ao diagnóstico da LLA e 

monitorização da DRM durante o tratamento é a reação em cadeia da polimerase (PCR). 

A PCR é um método rápido e sensível para amplificação de fragmentos de DNA que 

podem ser marcadores das leucemias (KNOERS, 2006).  

Com o estudo e aprimoramento da técnica, novas formas de realização da PCR 

foram surgindo. A PCR nested, por exemplo, emprega dois pares de primers, para 
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aumentar a sensibilidade e especificidade do teste. A principal desvantagem desta 

metodologia é o risco de contaminação na fase de transferência das amostras entre as 

duas rodadas da PCR (NOLTE et al, 2007). Nas duas últimas décadas, tem sido 

empregada com frequência a PCR quantitativa em tempo real (RQ-PCR), que permite 

resultado mais acurado e quantitativo, a partir da utilização de sondas fluorescentes. A 

intensidade da fluorescência será proporcional à quantidade de produto da PCR que foi 

formado (KNOERS, 2006; NOLTE et al, 2007). 

Na LLA, a PCR pode ser usada para detectar os genes de fusão gerados pelas 

translocações cromossômicas tanto ao diagnóstico como no monitoramento da DRM. 

Essa aplicação, contudo, está restrita aos pacientes portadores destas alterações, que na 

LLA pediátrica correspondem a aproximadamente 30% dos casos (para os genes de 

fusão mais frequentemente encontrados) (INABA et al, 2013; PUI et al, 2012). A PCR, 

contudo, pode ser utilizada para detectar marcadores leucêmicos presentes em mais de 

95% dos casos. Esta aplicação baseia-se na presença de rearranjos clonais específicos 

das células leucêmicas.  

No processo de maturação dos linfócitos B e T ocorrem rearranjos nos genes de 

imunoglobulina (Ig) e de receptores de células T (TCR), que são exclusivos para cada 

célula. Os rearranjos são formados pela junção de segmentos V (variável), D 

(diversidade) e J (junção), a partir de inserções e deleções randômicas de nucleotídeos 

(Figura 1) (GALOIN et al, 1997; RHODES et al, 1996; STORCH-HAGENLOCHER et 

al, 2000). Como em grande parte as células leucêmicas derivam de uma transformação 

oncogênica de um único precursor linfoide, elas possuem os mesmos rearranjos de 

genes Ig e TCR (rearranjos clonais). Os rearranjos clonais da Ig ocorrem em quase 

100% das LLA B e, do TCR, ocorrem em mais de 90% das LLA T e em 50 a 80% das 

LLA B (SZCZEPAŃSKI et al, 1999; SZCZEPAŃSKI et al, 2000).  Estes rearranjos são 

os segmentos alvos de DNA para a realização da PCR e, consequentemente, 

identificação de clones neoplásicos ao diagnóstico e para pesquisa de DRM na MO. 

A identificação dos rearranjos presentes na MO, pela PCR, é realizada por meio 

de oligonucleotídeos (primers) consenso previamente descritos para os segmentos V, D 

e J dos genes Ig e TCR. A avaliação da clonalidade para distinção entre as células 

normais e as células neoplásicas é realizada pela análise de homo/heterodúplex 

(LANGERAK et al., 1997; VAN DER VELDEN et al., 2007). As amostras de PCR 

com resultado clonal podem ser sequenciadas para confecção de primers específicos de 

cada paciente, complementares à região de junção VDJ. Estes primers específicos 
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podem então ser utilizados para a reação de RQ-PCR (VAN DER VELDEN et al., 

2007). 

 

 

 

 

Figura 1: Processo de formação dos rearranjos gênicos nas regiões variáveis que 

contêm os sítios de reconhecimento antigênico de uma imunoglobulina.  
Os genes das regiões variáveis da cadeia leve são formados pela junção e recombinação dos segmentos 

gênicos V e J, e da cadeia pesada dos segmentos gênicos V, D e J.  

L - Peptídeo líder; C - Domínio constante; CL - Domínio constante da cadeia leve; CH - Domínio 

constante da cadeia pesada. 

Retirado de Janeway et al, 2007. 

 

 

A avaliação do LCR em neoplasias hematológicas pelas técnicas de PCR não é 

preconizada de rotina, mas já foi estudada por alguns autores (BIOJONE et al, 2012; 

GALOIN et al, 1997; HAAS et al, 2002; PINE et al, 2005; RHODES et al, 1996; 

SAYED et al, 2009; SCRIDELI et al, 2003; STORCH-HAGENLOCHER et al, 2000). 

Entretanto, a metodologia e o tipo de neoplasia avaliados foram diversificados. As 

primeiras neoplasias estudadas foram os linfomas não Hodgkin de células B, nos quais 

foram pesquisados os rearranjos nos genes da Ig (GALOIN et al, 1997; RHODES et al, 

1996; STORCH-HAGENLOCHER et al, 2000). Observou-se maior sensibilidade na 

detecção de células neoplásicas no LCR com a PCR semi-nested e sequenciamento 

(GALOIN et al, 1997) e, com a PCR convencional (RHODES et al, 1996), para 

pacientes com neoplasias hematológicas de células B quando comparados a detecção 

por CT, especialmente nos casos em que a análise citológica do LCR foi inconclusiva.  

Em pacientes pediátricos com diagnóstico de LLA, a infiltração do LCR foi 

avaliada tanto por PCR convencional (nested ou não), quanto por RQ-PCR (BIOJONE 

et al, 2012; HAAS et al, 2002; PINE et al, 2005; SAYED et al, 2009; SCRIDELI et al, 

2003). A PCR nested para rearranjos dos genes de Ig e TCR foi utilizada por Haas e 



29 

 

colaboradores (2002), para avaliar o LCR de crianças com LLA em diversos momentos 

(recidiva em SNC, recidiva em outros locais e remissão). Observaram-se amostras 

positivas pela PCR apenas no grupo de pacientes com recidiva em SNC. Nestes 

pacientes, a positividade do LCR pela PCR precedeu a recidiva em SNC (constatada 

pela CT) em 5 de 6 casos. Utilizando técnica semelhante, Scrideli e colaboradores 

(2003) avaliaram 11 pacientes com LLA e suspeita de acometimento do SNC (4 ao 

diagnostico inicial e 7 com suspeita de recidiva), por meio de exame citológico e PCR 

do LCR. Os autores encontraram 5 amostras positivas pela CT e 6 pela PCR, uma das 

amostras positivas pela CT foi negativa pela PCR.  

Scrideli e colaboradores realizaram ainda outro estudo, no qual avaliaram 65 

pacientes com LLA. As amostras de LCR foram analisadas ao diagnóstico e no 28º dia 

de tratamento, utilizando-se a CT e a PCR convencional. Observou-se um aumento na 

detecção de células leucêmicas no LCR pela PCR quando comparada com a CT tanto ao 

diagnóstico (32/65 positivas pela PCR versus 3/65 pela CT) quanto no 28º dia de 

tratamento (14/40 positivas pela PCR versus 0/65 pela CT). Outro dado relevante 

observado foi um pior prognóstico dos pacientes com PCR do LCR positiva ao 

diagnóstico, no protocolo GBTLI LLA 93, fato este, não observado nos pacientes que 

foram tratados por um protocolo mais intensivo (GBTLI LLA 99) (BIOJONE et al, 

2012).  

A PCR-RQ foi avaliada no LCR, por meio de primers específicos para a região 

juncional dos rearranjos Ig e TCR em pacientes pediátricos com LLA por PINE et al, 

(2005). Os autores observaram, ao diagnóstico da LLA, seis amostras positivas pela 

PCR. Destas, pela CT: 3 foram classificadas com SNC1; 1 como SNC 2; 1 como SNC3 

e 1 como PLT negativa. Ao final da indução (30º dia) todas as amostras foram 

consideradas negativas pela CT e pela PCR. Outro objetivo do estudo foi avaliar a 

melhor forma de conservação do LCR para análise pela PCR: a conservação em RPMI 

na concentração de 1:1 foi a melhor e, permitiu bons resultados até 7 dias após a coleta 

(PINE et al, 2005). 
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Os diferentes métodos de avaliação da presença de células leucêmicas no LCR 

(CT, IMF e PCR) apresentam vantagens e desvantagens (Tabela 3). A maioria dos 

estudos sugere que a PCR e a IMF sejam complementares à avaliação citológica do 

LCR, para definição da infiltração no SNC pela LLA, nos casos inconclusivos pela CT 

(CRESPO-SOLIS et al, 2012; GALATI et al, 2013; SAYED et al, 2009).  

 

Tabela 3: Vantagens e desvantagens dos métodos de avaliação da presença de células 

leucêmicas no líquido cefalorraquidiano  

Método Vantagens Desvantagens 

Citologia (CT) Fácil realização 

Baixo custo 

Resultado rápido 

Baixa sensibilidade (50 a 

73%) (CRESPO-SOLIS et 

al, 2012).   

Necessidade de células 

íntegras 

Depende de maior número 

de células na amostra 

Imunofenotipagem (IMF) Resultado rápido 

Boa sensibilidade 

analítica* (10-4) 

 

 

Custo elevado 

Necessidade de células 

íntegras 

Depende de maior número 

de células na amostra 

Reação em cadeia da 

polimerase (PCR)  

Boa sensibilidade 

analítica* (10-4 a 10-5) 

Não necessita de células 

íntegras  

Resultado mais demorado 

(quando comparada com a 

CT e a IMF) 

Custo elevado (PCR-RQ) 

Possibilidade de 

contaminação – falso 

positivo 

*sensibilidade analítica: definida como o número mínimo de células neoplásicas que podem ser identificadas, dentre as células 

normais, expresso em percentagem. 
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3. OBJETIVOS 

 
3.1. OBJETIVO GERAL 

 

  Avaliar as técnicas de IMF por CF e de PCR para detecção de rearranjos clonais 

dos genes Ig e TCR como métodos complementares de avaliação do LCR ao diagnóstico 

inicial e da recidiva, para crianças e adolescentes com LLA.  

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar a capacidade de detecção de células leucêmicas no LCR pelos métodos: 

CT, IMF e PCR. 

 Comparar os resultados da análise do LCR pelos três métodos: CT, IMF e PCR. 

 Correlacionar os resultados obtidos na análise do LCR pelos métodos de IMF e 

PCR com os dados clínicos e laboratoriais utilizados para estratificação de risco 

de recidiva ao diagnóstico inicial da LLA.   

 Avaliar o prognóstico dos pacientes de acordo com a classificação do LCR ao 

diagnóstico, pelos métodos de IMF e PCR. 
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4. PACIENTES E MÉTODOS 
 

4.1. PACIENTES 

 
A população estudada foi uma coorte prospectiva de pacientes com idade até 18 

anos, com diagnóstico recente de leucemia linfocítica aguda (LLA), admitidas no HC-

UFMG, no período de novembro de 2011 a novembro de 2014, submetidas aos 

protocolos de tratamento do Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da Leucemia 

Infantil – GBTLI LLA.  

Também foram incluídos os pacientes, dentro da mesma faixa etária, tratados 

inicialmente com os referidos protocolos e que apresentaram recidiva da doença no 

período de 2011 a 2014.  

Para a IMF do LCR, foi realizada também uma avaliação retrospectiva, no 

período de implantação da técnica pelo Serviço de Hematologia. Tal fato ocorreu entre 

2008 e 2012 e, os pacientes incluídos apresentaram até 16 anos de idade, no momento do 

diagnóstico da LLA (resultados desta análise são apresentados no primeiro artigo da 

tese). 

Os critérios de exclusão do estudo foram: 

 Tratamento inicial de acordo com outros protocolos terapêuticos; 

 Não concordância em participação no estudo (pelo paciente e/ou seus pais ou 

responsáveis); 

 

4.2. DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS 

 

4.2.1. PROTOCOLO DE TRATAMENTO 

 

O esquema quimioterápico utilizado no Serviço de Hematologia Pediátrica do 

HC-UFMG é o protocolo do Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da Leucemia 

Infantil – GBTLI LLA (Anexo 1). Não foram realizadas modificações no esquema 

terapêutico em função desta pesquisa. 

É preconizado nos protocolos GBTLI LLA-99 e 2009 que a primeira punção 

lombar, com coleta de LCR para pesquisa de células neoplásicas e injeção IT de 

quimioterápico, seja feita no primeiro dia do tratamento. Tal procedimento é realizado 

rotineiramente no bloco cirúrgico do HC-UFMG, com a criança sob sedação. Durante o 

procedimento ocorre a coleta de LCR para realização do exame citológico.  Logo após a 

coleta do LCR, é realizada a QT IT.  
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Nos protocolos GBTLI LLA 99 e 2009, a infiltração do SNC é definida como 

“SNC-3 pela contagem ≥ 5 células/mm3 no liquor e identificação de linfoblastos ou por 

infiltrados intracerebrais detectados por técnica de imagem ou por acometimento de pares 

craneanos ou pela presença de massa dentro da medula espinhal, identificada por técnica 

de imagem. Se blastos forem identificados no líquor, em preparação com citospin, 

estando a contagem de células no líquor < 5 células/mm3, o estado liquórico será 

classificado como SNC-2. No caso de punção lombar traumática, com identificação de 

blastos, o estado do SNC será classificado PLT positiva. Nessa eventualidade, se os 

linfoblastos não forem identificados, o estado do SNC será classificado como PLT 

negativa. O critério de leucócitos ≥ 5/mm3 é baseado na recomendação CTEP-NCI.” 

Sobre o tratamento direcionado ao SNC, o protocolo GBTLI-LLA 99, 

preconizava a utilização de quimioterapia IT tripla (MADIT), com metotrexato, 

citarabina e dexametasona e, a RT, apenas para os pacientes com acometimento do SNC 

ao diagnóstico. Para o protocolo GBTLI LLA 2009, manteve-se o MADIT e ampliou-se a 

indicação da RT. Além dos pacientes com acometimento do SNC ao diagnóstico, a RT 

foi indicada para os pacientes com contagem de leucócitos ao diagnóstico ≥ 100.000/mm³ 

e/ou classificados como respondedores lentos (≥ 1000 blastos/mm³ no sangue periférico 

no 8º dia de tratamento e/ou DRM positiva por IMF no 15º dia de tratamento e/ou DRM 

positiva por PCR no 35º dia de tratamento).  

Nos protocolos GBTLI-LLA 99 e 2009, a recidiva em SNC é definida pelo 

aparecimento de linfoblastos em LCR, classificado como SNC 3, e/ou ocorrência de 

sintomas neurológicos provocados pela infiltração leucêmica após obtenção da remissão. 

 

4.2.2. COLETA DOS DADOS CLÍNICOS  

Foram coletados os seguintes dados, extraídos dos prontuários médicos e registros 

laboratoriais: idade ao diagnóstico, sexo, classificação inicial da doença: baixo risco (BR) 

ou alto risco (AR), imunofenótipo (B-derivada, T-derivada ou bifenotípica), alterações 

moleculares (fusões: BCR-ABL; E2A-PBX1; MLL-AF4; TEL-AML1), data e local da 

primeira recidiva (medular, extra-medular isolada ou combinada – MO e sítio extra-

medular), data e local (enfermaria ou bloco cirúrgico) da primeira punção lombar, data e 

causa do óbito, situação da criança no momento da análise dos dados (vivo e em 

remissão, nova recaída ou óbito). Cada paciente recebeu um número de identificação no 

estudo. 

O protocolo GBTLI LLA 2009 define como pacientes de AR aqueles que 

apresentarem qualquer uma das situações abaixo: 
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  Idade ao diagnóstico ≥ 9 anos (os pacientes com idade < 1 ano são tratados com 

protocolo específico para LLA do lactente); 

  Contagem de leucócitos ao diagnostico ≥ 50.000/mm³; 

  ≥ 1000 blastos/mm³ no sangue periférico no 8º dia de tratamento; 

  DRM na MO por IMF ≥ 10% no 15º dia de tratamento;  

  DRM na MO por PCR ≥ 10-3 no 35º dia de tratamento, para LLA B derivada e, ≥  

   10-2, para LLA T derivada; 

  Presença de alterações citogenéticas/moleculares de risco: hipodiploidia (< 46 

cromossomos); os pacientes com t(9;22)(q34;q11.2)/BCR-ABL1 e t(v;11q23)/ 

rearranjo MLL são tratados com protocolo específico.    

  

4.3. PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS 

 

4.3.1. COLETA E ARMAZENAMENTO DO LCR 

 

   Na primeira punção lombar para o diagnóstico de infiltração leucêmica, foram 

coletados 5 ml de LCR, a partir do que 1 ml foi destinado para o exame citológico de 

rotina, 1 ml para PCR e o restante (3 ml), para a IMF. Todas as amostras destinadas à CT 

e IMF foram processadas e analisadas até 12 horas após a coleta, seguindo a rotina já 

estabelecida no serviço. A amostra destinada à PCR foi congelada a -80ºC e 

posteriormente processada. 

 

4.3.2. CITOLOGIA DO LCR 

 

Conforme preconizado pelos protocolos GBTLI LLA 99 e 2009, para todos os 

pacientes ao diagnóstico de LLA foi realizado o exame citológico do LCR para pesquisa 

de blastos. Cerca de 1 ml de LCR foi destinado a essa análise. À admissão no laboratório, 

a primeira avaliação de cada amostra se referiu aos seus caracteres físicos (i.e., aspecto, 

cor).  

Para realização da citometria, foi colocada pequena quantidade de LCR, 

homogeneizado suavemente por três a cinco minutos, em câmara de Neubauer. A 

contagem de hemácias e de células nucleadas foi realizada em microscópio óptico 

convencional, com aumento de 40x. 

Para a CT, as amostras foram pipetadas (aproximadamente 100 µL/lâmina) no 

funil da citocentrífuga (Incibras, modelo Cito-spin) e colocadas para centrifugação a 2000 
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rotações por minuto (rpm), por cinco minutos. Para cada amostra foram realizadas duas 

lâminas. Após este período, as amostras foram retiradas do aparelho e colocadas para 

secar, ao ar livre. As lâminas secas foram, a seguir, coradas pelas colorações de May-

Grunwald – Giemsa (três minutos imersas em May-Grunwald, dois minutos em água e 10 

minutos em Giemsa). Após o término deste procedimento, as lâminas foram novamente 

colocadas para secar. A CT foi realizada em microscópio óptico convencional, em 

aumento de 100x, por médico patologista experiente.           

A classificação utilizada do LCR, de acordo com a avaliação citológica, para 

diagnóstico de infiltração do SNC na LLA foi: 

 SNC 1 – punção lombar não traumática, ausência de blastos; 

 SNC 2 – punção lombar não traumática, contagem de leucócitos < 5/μL, presença 

de blastos;  

 SNC 3 – punção lombar não traumática, contagem de leucócitos ≥ 5/μL, presença 

de blastos (Figura 1);  

 PLT negativa – punção lombar traumática (≥10 hemácias/μL), ausência de 

blastos;  

 PLT positiva – punção lombar traumática (≥10 hemácias/μL), presença de blastos.  

 

  

Figura 1: Células leucêmicas em LCR de paciente com LLA. 

Foto cedida pela equipe de líquidos corporais do Laboratório Central do HC-UFMG. 
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4.3.3. IMUNOFENOTIPAGEM DO LCR 

 

Dos 5 ml de LCR coletados de cada paciente, 3 ml foram utilizados para 

realização da IMF. O material foi processado e analisado no mesmo dia da coleta, no 

intervalo máximo de 12 horas após a mesma. 

As amostras de LCR foram centrifugadas a 1700 rpm, por cinco minutos. O 

sobrenadante foi descartado com a pipeta, até restarem 500 µL. Este volume foi, a 

seguir, distribuído em três tubos, nos quais foram adicionados anticorpos monoclonais 

(MoAb) conjugados com isotiocianato de fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE) ou 

Cychrome (Cy), de acordo com a disposição abaixo:  

 Tubo 1:  controle, volume aproximado de 100 µL a 150 µL de LCR; 

 Tubo 2: 150 µL de LCR e MoAb para análise de linfócitos T maduros (anti-

CD3, anti-CD8, anti-CD45, anti-CD4); 

 Tubo 3: 200 µL de LCR e painel de MoAb selecionado de acordo com o 

imunofenótipo dos blastos na MO ao diagnóstico (imunofenótipo B: anti-CD10, 

anti-CD34, anti-CD45, anti-CD19/ imunofenótipo T: anti-CD1a ou anti-CRαb, 

anti-CD7, anti-CD45, anti-CD3). 

Após a marcação com os MoAb, as amostras foram incubadas no escuro por 20 

minutos, em temperatura ambiente.  Realizada adição de 0,5 ml de solução de lise em 

cada tubo e, novamente, as amostras foram incubadas por mais 10 minutos no escuro. 

Adicionados 2,0 ml de PBS, nova centrifugação a 1700 rpm, por cinco minutos. 

Desprezado o sobrenadante de cada tubo. Cada amostra foi fixada com 200 µL de PBS 

1x para realização da aquisição, ou conservação em geladeira, para leitura posterior.  

As amostras foram analisadas empregando-se o feixe laser de argônio de 488 

nm, na potência de 15 mW. A aquisição foi realizada no equipamento FACSCalibur® e 

os dados analisados no microcomputador Macintosh MacPower 7600/132®, por meio 

do programa CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, Califórnia, EUA). 

Devido à pouca celularidade do LCR, todas as células de cada tubo foram 

adquiridas. A detecção de número ≥ 10 eventos, com o mesmo perfil imunofenotípico 

da MO, foi considerada como positiva para infiltração no SNC (QUIJANO et al, 2009). 

As amostras foram classificadas, então, em positivas ou negativas.  

A IMF do LCR foi realizada pela equipe de Citometria de Fluxo do Serviço de 

Hematologia do HC-UFMG, coordenada pela Dra. Mitiko Murao. A doutoranda 

participou do processo de padronização da IMF do LCR e, posteriormente, acompanhou 

a realização de alguns exames dos pacientes incluídos no estudo. 
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4.3.4. REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE DO LCR 

         

 O volume de LCR destinado à PCR foi 1 ml. Após a coleta, as amostras foram 

congeladas a -80°C. Ao final do período de inclusão dos pacientes, ocorreu o 

processamento, conforme descrito a seguir. 

   

4.3.4.1. Extração de DNA das células do LCR: 

 

As amostras foram descongeladas a 4-8°C por 40 minutos. Após 

descongelamento, foi realizada centrifugação a 13200 rpm por 30 minutos. O 

sobrenadante foi descartado, cuidadosamente, com pipeta. Adicionou-se ao tubo 25 uL 

de H2O milli-Q. Foi realizado aquecimento da amostra em bloco térmico a 94⁰C por 10 

minutos e, após este procedimento, as amostras foram colocadas em geladeira por 18 

horas. O DNA obtido foi usado para pesquisa dos rearranjos clonais nos genes Ig e TCR 

previamente identificados na MO de cada paciente ao diagnóstico (PAULA, 2015).  

 

4.3.4.2. Reação em cadeia da polimerase (PCR convencional) 

  

 A detecção de rearranjos clonais nos genes Ig e TCR na MO ao diagnóstico foi 

realizada por metodologia definida pelo grupo de Biologia Molecular do GBTLI, e 

padronizada pelo grupo do Dr. Andres Yunes (Centro Infantil Boldrini, Campinas/SP), 

tendo sido adaptada a partir da metodologia desenvolvida pelo grupo BIOMED (VAN 

DONGEN et al., 2003; PONGERS-WILLEMSE et al., 1999).  O DNA da amostra de 

MO foi amplificado utilizando 19 mixes de primers consenso que flanqueiam as regiões 

dos rearranjos dos genes Ig e TCR, de acordo com o subtipo de LLA. Para as crianças 

com LLA de linhagem B, essa triagem inicial foi feita utilizando pares de primers para 

os rearranjos completos e incompletos dos genes IgH (VH-(DH)-JH, DH-JH), IgK (Vk-

Kde, Intron-Kde), TCRG (Vg-Jg1.3/2.3 + Jg1.1/2.1) e TCRD (Vd2-Dd3, Dd2-Dd3). 

Para as crianças com LLA-T, foram testados os rearranjos completos e incompletos dos 

genes IgH (DH-JH), TCRG (Vg-Jg1.3/2.3 + Jg1.1/2.1), TCRD (Vd-(Dd)-Jd1, Dd2-Jd1, 

Vd2-Dd3, Dd2-Dd3) e a microdeleção nos genes SIL-TAL (SIL-TAL1, SIL-TAL2). Os 

rearranjos identificados na MO de cada paciente ao diagnóstico foram escolhidos para 

pesquisa de células clonais no LCR.  

 Os primers utilizados para cada rearranjo pesquisado e o tamanho esperado do 

fragmento amplificado estão descritos no Quadro 1, e as sequências dos primers, 
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descritas pelo consórcio BIOMED-2 (VAN DONGEN et al., 2003), estão listadas no 

Anexo 3. 

Quadro 1: Combinações de primers utilizadas para a triagem inicial nas LLAs -B e T 

Gene Primer 

Foward 

Primer 

Reverse 

LLA 

B 

LLA 

T 

Tamanho do 

Fragmento (bp) 

 

 

 

 

 

 

 

IgH 

VH1-FR2 JHcon X  250-295 

VH2-FR2 JHcon X  250-295 

VH3-FR2 JHcon X  250-295 

VH4-FR2 JHcon X  250-295 

VH5-FR2 JHcon X  250-295 

VH6-FR2 JHcon X  250-295 

VH7-FR2 JHcon X  250-295 

DH1 JHcon  X 260-290 

DH2 JHcon X X 230-260 

DH3 JHcon X X 390-420 

DH4 JHcon  X 175-205 

DH5 JHcon  X 225-255 

DH6 JHcon  X 110-150 

DH7 JHcon X X 100-130 

 

 

IgK 

Vk1/6 Kde X  225-245 

Vk2 Kde X  360-390 

Vk3 Kde X  270-300 

INTR Kde X  270-300 

 

 

TCRG 

VgIf Jg1.3/2.3 + Jg1.1/2.1 X X 200-255 

Vg9 Jg1.3/2.3 + Jg1.1/2.1 X X 160-220 

Vg10 Jg1.3/2.3 + Jg1.1/2.1  X 145-200 

Vg11 Jg1.3/2.3 + Jg1.1/2.1 X X 80-140 

 

 

 

TCRD 

Vd1 Jd1  X 170-210 

Vd2 Jd1  X 200-240 

Vd3 Jd1  X 230-270 

Dd2 Jd1  X ≈130 

Vd2 Dd3 X X ≈240 

Dd2 Dd3 X X ≈190 

 

SIL-TAL 

Sil5 Tal1  X ≈300 

Sil5 Tal2  X ≈359 

 

As reações de PCR para a triagem dos rearranjos do diagnóstico no LCR foram 

realizadas com volume de 6 µL do DNA extraído. Nas amostras em que não houve 

amplificação, a integridade do DNA foi testada por meio de PCR para amplificação do 

gene FLT3 (MESHINCHI et al., 2001). As reações de PCR foram realizadas no 
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termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). Foi utilizado um 

controle negativo sem DNA, e um controle de amplificação inespecífica contendo DNA 

de doadores sem doença hematológica (PBL).   

 Após a PCR, foi realizada análise de homo/heterodúplex para caracterização da 

clonalidade, adaptada a partir de Langerak (1997) (Figura 2). Em uma alíquota de 20 L 

do produto de PCR foi acrescido 5 L de Tampão de Amostra 6x (azul de bromofenol 

0,25% / sacarose 40% em água), desnaturada durante 5 min a 94°C, colocada 

imediatamente em gelo por 1 min e renaturada por 1 hora a 4°C. A seguir, o produto de 

PCR foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, durante 5 horas, a 25 

mA e temperatura ambiente. Para a visualização das bandas, o gel foi corado com 

solução 2X de Sybr Safe (Invitrogen) por 30 minutos e exposto à luz UV. As amostras 

de LCR foram consideradas positivas quando as bandas resultantes da análise homo-

heteroduplex, apresentaram o mesmo padrão de migração das amostras de MO ao 

diagnóstico.  

 

 

 

Figura 2: Diagrama esquemático da técnica de análise de homo/heteroduplex de 

rearranjos dos genes Ig e TCR.  

Adaptado de Langerak et al, 1997. 
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4.3.4.3. Reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RQ-PCR)  

 

Em função do estudo de DRM preconizado pelo GBTLI-LLA-2009, para alguns 

pacientes havia disponibilidade de primers específicos desenhados para as regiões de 

junção V-D-J identificados no clone leucêmico na MO ao diagnóstico. Nos pacientes 

nos quais estes primers estavam disponíveis, os mesmos foram testados no LCR pela 

RQ-PCR, conforme descrito por Paula, 2015.  

Para a avaliação do LCR por RQ-PCR, além do primer clone-específico 

desenhado, foram escolhidos no banco de dados do GBTLI outro primer (senso ou anti-

senso, dependendo do rearranjo) e a sonda TaqMan  (Applied Biosystems), de acordo 

com o Anexo 4 (Figura 3).  

 

 

Figura 3: Estratégia de amplificação da região clonal.  
(O primer clone-específico desenhado em combinação com a sonda fluorescente e o primer reverso 

descritos para a região de cada rearranjo foram utilizados para distinguir as células cancerosas das células 

normais do paciente). Adaptado de Cazzaniga & Biondi, 2005. 

 

 

Cada teste foi realizado em duplicata e incluiu a amostra de MO do diagnóstico, 

a amostra do LCR ao diagnóstico, controle negativo e PBL. Como gene controle foi 

utilizado o N-RAS que serviu como normalizador. A sensibilidade dos primers da RQ-

PCR variou entre 10-3 e 10-4. 

A PCR (convencional e RQ-PCR) da MO ao diagnóstico da LLA, foi realizada 

como parte do trabalho de doutorado de Francisco Danilo Ferreira Paula, doutor pelo 

Programa de Pós-graduação em Patologia da Faculdade de Medicina da UFMG 

(PAULA, 2015). A PCR do LCR foi realizada pela equipe do laboratório de 

Hematologia Molecular do HC-UFMG. A doutoranda acompanhou a realização dos 

exames e participou da etapa de extração do DNA. 
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4.4. ASPECTOS ÉTICOS 

 

O projeto foi aprovado pela Diretoria de Ensino e Pesquisa do HC/UFMG 

(Processo n° 90/11) e pelo Comitê de Ética e Pesquisa da UFMG (COEP – 

UFMG/CAAE-0284.0.203.000-11) (Anexo 2). 

Para a inclusão dos pacientes em acompanhamento no Serviço de Hematologia, 

foi solicitada a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido aos pais ou 

responsáveis (Apêndice A).    

Todos os dados foram registrados pela equipe de pesquisadores respeitando 

sempre a privacidade dos pacientes e garantindo o sigilo das informações. 

 

4.5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para a análise estatística foi utilizado o programa Social Program Statistics 

Science (SPSS), versão 20.0. O Kappa foi utilizado para análise de concordância entre 

os métodos de avaliação do LCR. A análise de possíveis associações entre as variáveis 

do estudo e os resultados da IMF e PCR do LCR foi realizada pelo teste Qui-quadrado 

de Pearson exato (para variáveis categóricas) e teste Mann-Whitney (para variáveis 

continuas). O método de Kaplan-Meier foi utilizado para estimar a sobrevida global 

(SGLO) e a sobrevida livre de eventos (SLE). Para a SLE, o óbito ou a recidiva foram 

considerados eventos para análise. Para a SGLO, apenas o óbito foi considerado como 

evento. Pacientes que não apresentaram nenhum destes eventos foram censurados na 

data da análise. O teste de log-rank foi utilizado para comparação das curvas de 

sobrevida. Na análise de sobrevida, quando possível, ajustou-se o modelo multivariado 

de Cox: com as variáveis que apresentaram valor de p menor que 0,20, passo-a-passo, 

retirou-se aquelas com maiores valores de p, até ficar com modelo que todas as 

variáveis eram significativas. O valor de p ≤ 0,05 foi considerado estatisticamente 

significante. 
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5. RESULTADOS 

 

 

 

5.1. ARTIGO ORIGINAL:  

 

O primeiro artigo refere-se aos dados coletados durante a fase de implantação da técnica 

de IMF do LCR no laboratório de CF do Serviço de Hematologia do HC-UFMG. O 

artigo foi publicado no periódico Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina 

Laboratorial.  

 

Referência: 

 

Cancela CSP, Murao M, Souza MEL, Barcelos JM, Furtado VM, Silva ML, Viana MB, 

Oliveira BM. Central nervous system involvement in acute lymphoblastic leukemia: 

diagnosis by immunophenotyping. J Bras Patol Med Lab, v.49, n.4, p.260-263, 2013.  
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Infiltração do sistema nervoso central na leucemia linfoide aguda: 

diagnóstico pela técnica de imunofenotipagem 

 

Resumo 

 

O sistema nervoso central (SNC) é o sítio extramedular mais acometido na leucemia 

linfoide aguda. A avaliação morfológica do líquido cefalorraquidiano (LCR), apesar de 

ser o exame tradicional para o diagnóstico da infiltração leucêmica no SNC, é um 

método pouco sensível. O presente estudo pretendeu avaliar a imunofenotipagem como 

método auxiliar na detecção de blastos no (LCR) em crianças e adolescentes com 

leucemia linfoide aguda. 

 

Palavras chaves: leucemia linfoide aguda; sistema nervoso central; líquido 

cefalorraquidiano; imunofenotipagem. 
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Central nervous system involvement in acute lymphoblastic leukemia: 

diagnosis by immunophenotyping 

 

 

Abstract 

 

The central nervous system is the most commonly affected extramedullary site in acute 

lymphoblastic leukemia. Although morphologic evaluation of the cerebrospinal fluid 

has been traditionally used for diagnosing central nervous system involvement, it 

consists in a method of low sensitivity. The present study aimed at evaluating the use of 

immunophenotyping in the detection of blasts in the cerebrospinal fluid in children and 

adolescents with acute lymphoblastic leukemia.  

 

Key words: acute lymphoblastic leukemia; central nervous system; cerebrospinal 

fluid; immunophenotyping. 
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5.1.1. INTRODUCTION 

 

The central nervous system (CNS) is the most commonly affected extramedullary 

site in acute lymphoblastic leukemia (ALL). CNS involvement in ALL is classically 

defined by the presence of more than 5 leukocytes/μL and the presence of blasts on 

microscopic examination after centrifugation of the cerebrospinal fluid (CSF) sample. 

The involvement of cranial nerves is also part of the diagnostic criteria for CNS 

involvement(3). However, regardless of the number of cells, the presence of blasts in 

CSF at diagnosis has been associated with a higher incidence of relapse in the CNS (4). 

The cytological examination of CSF through microscope, a traditional method for 

assessing CNS involvement in ALL, is regarded as less sensitive (2,5). Due to the 

importance of the diagnosis of leukemic infiltration in the CNS and its implications for 

prognosis and treatment of ALL, other methods for detecting neoplastic cells in CSF 

have been investigated, namely immunophenotyping (IMF) by flow cytometry 

(FC)(2,3,5,6).  

In this study, preliminary results will be presented with the aim to assess IMF by 

FC as a complementary method for evaluating CSF from children and adolescents with 

ALL. 

  

5.1.2. RETROSPECTIVE STUDY 

The study population consisted of patients aged under 16 years, with an initial 

diagnosis or relapse of ALL, treated at Universidade Federal de Minas Gerais-Clinical 

Hospital (HC-UFMG) from 2008 to 2012. Patients underwent IMF of CSF during the 

implementation phase of the technique at the university laboratory in accordance with 

the protocol of the Brazilian Cooperative Group for the Treatment of Childhood 

Leukemia (Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da Leucemia Infantil 

[GBTLI]) LLA99(1). The project was approved by the Ethics Committee of UFMG 

(CAAE – 02840203000-11). The collection of CSF for IMF was performed in the 

following situations: a) first lumbar puncture in newly diagnosed patients, with 

collection of CSF for neoplastic cell screening and intrathecal chemotherapy, as 

outlined in the GBTLI protocols; b) at the time of diagnosis of medullary and/or 

extramedullary relapse; c) in the presence of clinical diagnosis suggestive of leukemic 

infiltration in the CNS at any time during treatment. We collected 4 ml of CSF, 1 ml 

intended for routine examination and the remainder to IMF. Samples with 

hematorrhachis from patients with blast cells in the peripheral blood were discarded 
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owing to possible contamination by neoplastic cells. As to FC, the samples were 

processed and analyzed within 12 hours after collection. The samples were concentrated 

by centrifugation at 500 g for 5 minutes, hence reducing the initial volume of 4 ml to a 

final volume of 0.5 ml, which was aliquoted into three tubes: tube one with 0.1 ml 

(control); tube two with 0.2 ml and antibodies for mature T lymphocyte analysis 

(CD3/CD8/CD45/CD4); tube three with 0.2 ml and CD1a antibodies or 

CRαb/CD7/CD45/CD3 in the case of T-lineage ALL or CD10/CD34/CD45/CD19 in the 

case of B-lineage ALL, depending on the immunophenotype at diagnosis. The sample 

tubes and antibodies were incubated in the dark for 30 minutes at room temperature, 

followed by addition of 2 ml of lysis solution, incubation for 10 minutes (dark, room 

temperature), centrifugation and washing with solvent filtrate (500 g, 5 minutes). 

Samples were acquired on FACScalibur® with dual lasers and four-color detection. Due 

to the low cellularity of the samples, all the cells from each tube were acquired. Data 

were interpreted with CellQuest program (Becton Dickinson). Multiparametric analyses 

were performed based on morphological properties (size versus internal granularity) and 

fluorescence intensity (Figure). The detection of any number of cells with the same 

immunophenotypic profile found at diagnosis or relapse was considered CNS 

infiltration by ALL.  

 

Figure – Dot-plot of the selected events according to FSC, SSC and CD45 expression 

consistent with blast sites, with CD19 and CD5 (aberrant) immunostaining similar to 

diagnosis. CSF, sample 2, patient with B-ALL 

FSC: forward scatter, SSC: side scatter; CSF: cerebrospinal fluid; ALL: acute lymphoblasticleukemia; FITC: fluorescein 

isothiocyanate; PerCP: peridinin chlorophyll-protein. 
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We analyzed 23 samples of CSF from 20 patients (Table). Patients were aged from 

7 months to 15.8 years (mean: 4.2 years) at diagnosis. Nineteen patients had B-ALL and 

only one presented T-ALL. In ten patients, the tests were performed at diagnosis of 

ALL (eight cases – samples 1, 7-10 and 12-14) or when there was medullary relapse 

(two cases – samples 5 and 11) in the absence of symptoms suggestive of CNS 

infiltration. The data related to blast screening by traditional cytological exam and IMF 

are described in the Table. None of these ten patients had subsequent diagnosis of 

leukemic infiltration in the CNS. In four patients (five samples: 2, 6, 15, 17, 18), the 

tests were performed at diagnosis of ALL relapse, in the presence of symptoms or 

cytological alterations in CSF suggestive of infiltration of the CNS. One sample (#6) 

was negative by both methods and another (#15) was positive by both methods. In this 

sample, the traditional cytometry showed the presence of 454 cells/μL, which were 

characterized as blasts. The third sample (#2) was positive for the presence of blasts 

only by IMF. The traditional cytometry showed only one cell/μL. This patient had been 

diagnosed with infiltration of the CNS due to the presence of pleocytosis with blasts (33 

cells/μL) in CSF collected one week prior to sample collection for IMF. The reduction 

in cell number was due to intrathecal chemotherapy, which was not sufficient to 

eradicate neoplastic infiltration. In six patients (samples 3, 4, 16, 19, 20, 21, 22 and 23), 

samples were obtained during treatment of ALL, in the presence of symptoms or CSF 

cytology suggestive of infiltration. In all cases, samples were negative for the presence 

of blast cells in the CSF by IMF, hence aiding in the differential diagnosis of infiltration 

of the CNS. In one case, with pleocytosis (646 cells/μL) and atypical lymphocytes 

detected by the traditional method (36%), the IMF proved to be useful in the differential 

diagnosis by demonstrating that they were reactive T lymphocytes. The etiologic 

diagnosis for this patient was viral meningitis. 

Although the sample was relatively small and based on collected data and the 

literature, it was observed that IMF may assist in the evaluation of leukemic infiltration 

in the CNS and it is a relevant tool for the differential diagnosis in samples with 

pleocytosis and atypical lymphocytes or when the presence of blasts is suspected. 

Furthermore, it is helpful in situations with a small number of neoplastic cells in 

patients with mild infiltration, in as much as FC enables the detection of these cells in 

samples with low cellularity. It is particularly worth mentioning that IMF does not 

preclude cytological analysis. Moreover, the impact of its incorporation in assessing 

prognosis of patients with ALL is still unclear. The authors are conducting a prospective 
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study to evaluate the detection of leukemic cells in CSF by traditional cytological 

methods, IMF by FC and polymerase chain reaction. 

 

Table – Characteristics of 23 samples of CSF from children with acute lymphoblastic leukemia 

Sample Indication for 

the collection of 

CSF 

Cellularity of 

CSF samples 

(nucleated 

cells/μL) 

Blast screening 

by traditional 

cytology 

IMF result: positive 

or negative for the 

presence of blasts 

1, 8, 9, 13 Routine diagnosis 0 NEGATIVE NEGATIVE 

7 Routine diagnosis Data not found NEGATIVE NEGATIVE 

10,12, 14 Routine diagnosis 0 NEGATIVE CNR 

5 Routine: 

medullary relapse 

0 NEGATIVE INCONCLUSIVE 

11 Routine: 

medullary relapse 

0 NEGATIVE CNR 

2 Medullary relapse 

and CNS: ACSF 

0 NEGATIVE POSITIVE 

6 Ocular relapse 0 NEGATIVE NEGATIVE 

15 CNS relapse: 

signs of CNS 

infiltration 

(visual deficit) 

454 POSITIVE (100% 

blasts ) 

POSITIVE 

 

17 CNS relapse: 

involvement of 

cranial nerves 

0 NEGATIVE INCONCLUSIVE 

18 CNS relapse: 

involvement of 

cranial nerves 

0 NEGATIVE CNR 

3 ACSF 0 3% atypical 

lymphocytes 

NEGATIVE 

4 ACSF 0 NEGATIVE NEGATIVE 

20 ACSF 3 NEGATIVE NEGATIVE 

21 ACSF 0 NEGATIVE NEGATIVE 

22,23 ACSF 1 NEGATIVE NEGATIVE 

16 Meningeal signs 646 36% atypical 

lymphocytes 

NEGATIVE 

19 Suspected 

relapse: visual 

déficit 

2 NEGATIVE NEGATIVE 

Patients with two collected samples: patient A – samples 3 and 4; B – 17 and 18; C – 21 and 22. 
CSF: cerebrospinal fluid; IMF: immunophenotyping, CNS: central nervous system; ACSF: altered CSF; CNR: cells not recovered. 
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5.2. ARTIGO ORIGINAL:  

 

O segundo artigo refere-se à análise dos resultados da avaliação do LCR pela CT e IMF 

e, análise de probabilidade de sobrevida. O artigo foi redigido de acordo com as normas 

de publicação da revista Pediatric Hematology Oncology, na qual os autores têm a 

intenção de submetê-lo. 
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Avaliação da imunofenotipagem do líquido cefalorraquidiano ao 

diagnóstico como fator prognóstico em crianças e adolescentes com 

leucemia linfoide aguda 

 

Resumo 

 

Este estudo teve como objetivo avaliar a imunofenotipagem (IMF) como método de 

identificação de células leucêmicas no líquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes 

com leucemia linfoide aguda (LLA). Foram incluídos 67 pacientes com idade até 18 

anos. Ao diagnóstico inicial da LLA foram avaliadas 55 amostras de LCR; 17 foram 

coletadas à recidiva. A citologia (CT) do LCR foi realizada em todas as 72 amostras, a 

IMF em 63 amostras. Em apenas três amostras foram identificados blastos pela CT, a 

IMF foi negativa em duas e não foi realizada na terceira. Dentre as amostras analisadas 

pela IMF, em 11, a pesquisa de blastos foi positiva, incluindo duas amostras 

inconclusivas pela CT. Não foi observada concordância entre os resultados da CT e 

IMF (p = 0,55). Não foi constatada associação da positividade do LCR pela IMF com 

fatores de risco para recidiva de LLA. Nos 55 pacientes incluídos no estudo ao 

diagnóstico de LLA, ocorreram oito recidivas. Dentre as recidivas em SNC, um 

paciente pertencia ao grupo de pacientes com IMF do LCR positiva (11%) ao 

diagnóstico e, os outros dois, ao grupo com IMF negativa (5%). A presença de blastos 

no LCR pela IMF foi associada a pior sobrevida global (p < 0,0001) e a pior sobrevida 

livre de eventos (p < 0,0001). Os resultados sugerem que a IMF do LCR pode ser um 

método auxiliar à CT no diagnóstico da infiltração do SNC na LLA e na identificação 

de grupos de risco para intensificação do tratamento. 

 

Palavras chaves: leucemia linfoide aguda, sistema nervoso central, líquido 

cefalorraquidiano, imunofenotipagem, prognóstico   
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Immunophenotyping of the cerebrospinal fluid as a prognostic factor 

at diagnosis of acute lymphoblastic leukemia in children and 

adolescents 

 

Abstract 

  

This study aimed at evaluating the use of immunophenotyping (IMP) in the 

identification of leukemic blast cells in the cerebrospinal fluid (CSF) of children and 

adolescents with acute lymphoblastic leukemia (ALL). A total of 67 patients aged 18 

years or younger were included. Fifty-five CSF samples were analysed at initial 

diagnosis and 17 at the time of relapse. A cytologic analysis (CA) was performed in all 

72 samples, while IMP was done in 63. Blasts were identified in only three samples on 

CA, whereas all three samples were negative on IMP, one of which had no isolation of 

nucleated cells after centrifugation. Amongst the samples analysed by IMP, 11 showed 

a positive blast count, two of which had been inconclusive on CA. No equivalence was 

found between the CA and IMP results (p = 0.55). CSF positivity on IMP was not 

associated with other risk factors for ALL relapse. Among the 55 patients included at 

the diagnosis of ALL, eight relapsed during follow-up. Considering the cases of central 

nervous system (CNS) relapse, one of the patients belonged to the IMP-positive CSF 

group (11%) at diagnosis, and the other two cases, to the IMP-negative (5%) group. 

Detection of blast cells in CSF using IMP was associated with worse overall (p < 

0.0001) and event-free survival (p < 0.0001). These results show that CSF IMP may be 

a useful additional method to conventional CA in the diagnosis of CNS involvement in 

ALL, for the identification of high-risk subgroups that would benefit from an intensified 

therapy. 

 

Key words: acute lymphoblastic leukemia; central nervous system; cerebrospinal fluid; 

immunophenotyping, prognosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 

 

5.2.1. INTRODUÇÃO 

O tratamento direcionado ao sistema nervoso central (SNC), introduzido na 

década de 1970, foi um dos fatores que contribuíram para melhora das taxas de cura da 

leucemia linfoide aguda (LLA), que, atualmente, nos serviços de referência, 

aproximam-se dos 90% 1-3. O SNC ainda é o sítio extramedular mais acometido ao 

diagnóstico (< 5% dos pacientes) e às recidivas (5 a 10% dos pacientes)2,4. Em relação 

às recidivas no SNC, os fatores de risco identificados, ao diagnóstico, são: 

imunofenótipo T dos blastos leucêmicos, presença de alterações citogenéticas – como 

t(9;22); t(4;11) e t(1;19), hiperleucocitose (≥ 50.000 leucócitos/mm3) e presença de 

infiltração no SNC 2.  

A abordagem terapêutica direcionada ao SNC compreende a utilização de 

radioterapia (RT) cranioespinhal, quimioterapia (QT) intratecal e QT sistêmica (em 

especial o metotrexate em dose ≥ 0,5g/m²)2,5-7. A toxicidade, especialmente da RT, é 

uma preocupação frequente nos serviços de tratamento da LLA na infância. Tal fato é o 

responsável pela elaboração de novos protocolos de tratamento na tentativa de abolir ou 

restringir a RT para um menor grupo de pacientes, de acordo com a presença de fatores 

de risco para recidiva no SNC8-12.  

Uma das principais questões acerca da seleção dos pacientes de maior risco para 

recidiva no SNC é o diagnóstico correto da infiltração neste sistema. Não existe  

padrão-ouro para avaliação do acometimento do SNC pela LLA, o exame citológico do 

liquido cefalorraquidiano (LCR) é o principal método utilizado na maioria dos serviços 

de tratamento de leucemias13. No entanto, a escassez de células no LCR e a presença de 

linfócitos atípicos com morfologia semelhante à das células leucêmicas podem interferir 

no correto diagnóstico da infiltração no SNC pela citologia (CT)14-16. Vários estudos 

mostraram uma maior possibilidade de diagnóstico da presença de blastos no LCR por 

meio de outros métodos, como imunofenotipagem (IMF) e reação em cadeia da 

polimerase (PCR)14-16.  

O presente estudo teve como objetivo avaliar a imunofenotipagem (IMF) como 

método para a identificação de células leucêmicas no LCR de crianças e adolescentes 

diagnosticados com LLA.  
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5.2.2. PACIENTES E MÉTODOS 

A população estudada consistiu de pacientes com idade até 18 anos, com 

diagnóstico recente de LLA, admitidos no Hospital das Clínicas da UFMG (HC-

UFMG), no período de novembro de 2011 a novembro de 2014, submetidos aos 

protocolos de tratamento do GBTLI: LLA 9917 e 2009. Também foram incluídos os 

pacientes, dentro da mesma faixa etária, tratados inicialmente com os referidos 

protocolos e que apresentaram recidiva (medular e/ou extramedular) da doença no 

mesmo período. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG 

(COEP – UFMG/CAAE-0284.0.203.000-11). Para a inclusão dos pacientes em 

acompanhamento na instituição, foi solicitada a assinatura do termo de consentimento 

livre e esclarecido aos pais ou responsáveis.  

Foram analisados os seguintes dados, extraídos dos prontuários médicos e 

registros laboratoriais: idade ao diagnóstico, sexo, imunofenótipo, alterações 

citogenéticas, doença residual mínima (DRM) na medula óssea (MO) por IMF no 15º dia 

de tratamento, grupo de risco (baixo risco: idade ≥ 1 ano e < 9 anos, contagem de 

leucócitos ao diagnostico < 50.000/mm³, < 1000 blastos/mm³ no sangue periférico no 8º 

dia de tratamento, DRM na MO por IMF < 10% no 15º dia de tratamento, DRM na MO 

por PCR < 10-3 - para LLA B derivada - e < 10-2 - para LLA T derivada - no 35º dia de 

tratamento e ausência de citogenética de risco – t(9;22) e t(4;11) e/ou hipodiploidia), data 

e local de realização da primeira punção lombar, data e local da primeira recidiva, data e 

causa do óbito, situação da criança no momento da análise dos dados (vivo e em 

remissão, nova recidiva ou óbito).  

Para tratamento e profilaxia do SNC, o protocolo GBTLI-LLA 99, preconizava a 

utilização de quimioterapia intratecal tripla (MADIT), com metotrexate, citarabina e 

dexametasona e, a RT, apenas para os pacientes com acometimento do SNC ao 

diagnóstico. Para o protocolo GBTLI LLA 2009, manteve-se o MADIT e ampliou-se a 

indicação da RT. Além dos pacientes com acometimento do SNC ao diagnóstico, a RT 

foi indicada para os pacientes com contagem de leucócitos ao diagnóstico ≥ 100.000/mm³ 

e/ou classificados como respondedores lentos (≥ 1000 blastos/mm³ no sangue periférico 

no 8º dia de tratamento e/ou DRM positiva no 15º dia de tratamento e/ou no 35º dia de 

tratamento).  Conforme orientação do protocolo GBTLI-LLA, para todos os pacientes ao 

diagnóstico de LLA foi realizado o exame citológico do LCR para pesquisa de blastos. A 

coleta do LCR deve ser realizada no primeiro dia de tratamento. Para todos os pacientes, 

a punção lombar foi realizada no bloco cirúrgico, sob sedação, por membros da equipe 
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com maior experiência. Para os pacientes com contagem de plaquetas abaixo de 

50.000/mm³, foi realizada transfusão de plaquetas antes do procedimento. 

A classificação do LCR, de acordo com a avaliação citológica, foi: SNC 1 – 

punção lombar não traumática, ausência de blastos; SNC 2 – punção lombar não 

traumática, contagem de leucócitos < 5/μL, presença de blastos; SNC 3 – punção lombar 

não traumática, contagem de leucócitos ≥ 5/μL, presença de blastos; PLT negativa – 

punção lombar traumática (≥10 hemácias/μL), ausência de blastos; PLT positiva – 

punção lombar traumática (≥10 hemácias/μL), presença de blastos. No protocolo GBTLI-

LLA, o envolvimento do SNC pela leucemia é definido como SNC3 ou por infiltrados 

intracerebrais detectados por técnica de imagem ou por acometimento de pares cranianos 

ou, ainda, pela presença de massa dentro da medula espinhal, identificada por técnica de 

imagem.  

Aproximadamente 3 ml de LCR foram utilizados para realização da IMF. O 

material foi processado e analisado no mesmo dia da coleta, no intervalo máximo de 8 

horas após a mesma. As amostras de LCR foram concentradas por centrifugação, com 

volume final de 500 µL. Este volume foi, a seguir, distribuído em três tubos, nos quais 

foram adicionados anticorpos monoclonais (MoAb), de acordo com a disposição a seguir: 

Tubo 1:  controle, volume aproximado de 100 µL a 150 µL de LCR; Tubo 2: 150 µL de 

LCR e MoAb para análise de linfócitos T maduros (anti-CD3, anti-CD8, anti-CD45, anti-

CD4); Tubo 3: 200 µL de LCR e painel de MoAb selecionado de acordo com o 

imunofenótipo dos blastos na medula óssea ao diagnóstico (imunofenótipo B: anti-CD10, 

anti-CD34, anti-CD45, anti-CD19/ imunofenótipo T: anti-CD1a ou ani-CRαb, anti-CD7, 

anti-CD45, anti-CD3). Após a marcação com os MoAb, as amostras foram incubadas no 

escuro, em temperatura ambiente. Realizada adição de solução de lise em cada tubo e, 

novamente, foram incubadas no escuro e, a seguir, concentradas por centrifugação. Cada 

amostra foi fixada com 200 µL de PBS 1x para realização da aquisição, ou conservação 

em geladeira, para leitura posterior. A aquisição foi realizada no equipamento 

FACSCalibur® e os dados analisados no microcomputador Macintosh MacPower 

7600/132®, por meio do programa CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, Califórnia, 

EUA). Devido à pouca celularidade do LCR, todas as células de cada tubo foram 

adquiridas. A detecção de um número ≥ 10 eventos com o mesmo perfil imunofenotípico 

da medula óssea foi considerada como positiva para infiltração no SNC26. 

  Não foi realizada nenhuma modificação no protocolo de tratamento, em função da 

IMF positiva.  
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Para a análise estatística foi utilizado o programa Social Program Statistics 

Science (SPSS), versão 20.0. O coeficiente kappa foi utilizado pata análise de 

concordância entre os métodos de avaliação do LCR (CT versus IMF). A análise de 

possíveis associações entre as variáveis do estudo e os resultados da IMF do LCR foi 

realizada pelo teste qui-quadrado de Pearson exato (para variáveis categóricas) e teste 

Mann-Whitney (para variáveis continuas). Para a análise de sobrevida foi utilizado o 

método de Kaplan-Meyer. Pacientes que não apresentaram nenhum evento (óbito ou 

recidiva) foram censurados na data da análise. O teste de log-rank foi utilizado para 

comparação das curvas de sobrevida. Para análise multivariada foi utilizado o modelo 

de regressão de Cox. O valor de p ≤ 0,05 foi considerado estatisticamente significante. 

5.2.3. RESULTADOS  

Foram incluídos no estudo 72 amostras de LCR de 67 pacientes. No período 

estudado foram diagnosticados 57 casos novos de LLA. Dois pacientes foram excluídos 

do estudo: um faleceu antes da primeira punção lombar e o outro foi transferido para 

tratamento em outro serviço. Dessa forma, ao diagnóstico inicial da LLA foram 

incluídos, sequencialmente, 55 pacientes (55 amostras de LCR).  

Um total de 17 amostras de LCR foi coletado à recidiva: três amostras de 

pacientes também incluídos ao diagnóstico inicial e 14 coletadas apenas à recidiva 

medular e/ou extramedular (dois destes pacientes foram incluídos duas vezes no estudo, 

por apresentarem nova recaída da doença).  

A distribuição das amostras em cada grupo de pacientes, de acordo com o 

momento da inclusão no estudo (diagnóstico inicial; diagnóstico inicial e recidiva; 

recidiva) pode ser vista na Figura 1.  

 

Figura 1: Diagrama da inclusão dos 67 pacientes com leucemia linfoide aguda (LLA) 

 

 

 

67 pacientes 

(72 amostras de LCR) 

52 pacientes incluídos 

apenas ao diagnóstico 

inicial  

(52 amostras de LCR) 

3 pacientes incluídos ao 

diagnóstico inicial e à 

recidiva  

(6 amostras de LCR) 

 

12 pacientes incluídos 

apenas às recidivas  

(14 amostras de LCR) 
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As características clínicas dos pacientes estão resumidas nas tabelas 1 e 2. 

 

Tabela 1: Características clínicas das 67 crianças com leucemia linfoide aguda 

Características Pacientes (total = incluídos ao 

diagnóstico inicial e à recidiva) 

número (%) 

Pacientes incluídos ao diagnóstico 

inicial da LLA* 

número (%) 

Sexo  

Masculino 

Feminino 

Total 

 

35 (52) 

32 (48) 

67 (100) 

 

28 (51) 

27 (49) 

55 (100) 

Idade ao diagnóstico inicial  

< 2 anos 

2 a 9 anos 

≥ 10 anos 

Total 

 

3 (4,4) 

47 (70,1) 

17 (25,3) 

67 (100) 

 

1 (1,8) 

40 (72,7) 

14 (25,4) 

55 (100) 

Grupo de risco para recidiva 

Baixo risco (BR) 

Alto risco (AR) 

Total 

 

25 (37,3) 

42 (62,6) 

67 (100) 

 

16 (29) 

39 (71) 

55 (100) 

Contagem de leucócitos ao diagnóstico inicial  

< 10.000/mm³ 

10.000/mm³ a < 50.000/mm³ 

≥50.000/mm³ 

Total 

 

36 (58,1) 

14 (22,6) 

12 (19,3) 

62 (100) 

 

31 (57,4) 

11 (20,4) 

12 (22,2) 

54 (100) 

Imunofenotipagem 

B 

T 

Bifenotípica 

Total 

 

57 (85,1) 

9 (13,4) 

1 (1,5) 

67 (100) 

 

45 (81,8) 

9 (16,3) 

1 (1,8) 

55 (100) 

Citologia do LCR à inclusão no estudo 

SNC 1 

SNC 2 

SNC 3 

PLT negativa 

PLT positiva 

Inconclusiva 

Total 

 

46 (63,9) 

2 (2,8) 

0 (0) 

21 (29,2) 

1 (1,4) 

2 (2,8) 

72 (100) 

 

35 (63,6) 

0 (0) 

0 (0) 

18 (32,7) 

0 (0) 

2 (3,6) 

55 (100) 

LCR: líquido cefalorraquidiano; SNC 1: punção lombar não traumática, ausência de blastos; SNC 2: punção lombar não traumática, contagem de 

leucócitos < 5/μL, presença de blastos; SNC 3: punção lombar não traumática, contagem de leucócitos ≥  5/μL, presença de blastos; PLT negativa: 

punção lombar traumática (≥10 hemácias/μL), ausência de blastos; PLT positiva: punção lombar traumática e presença de blastos; INC: inconclusiva 

*Todos os pacientes incluídos ao diagnóstico inicial foram tratados pelo protocolo GBTLI-LLA 2009, exceto um, tratado pelo GBTLI-LLA 99.  
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Tabela 2: Características dos 15 pacientes incluídos à recidiva de leucemia linfoide 

aguda  

 

 

 

 

CR: líquido cefalorraquidiano; SNC 1: punção lombar não traumática, ausência de blastos; SNC 2:  punção lombar não 

traumática, contagem de leucócitos < 5/μL, presença de blastos; SNC 3: punção lombar não traumática, contagem de 

leucócitos ≥ 5/μL, presença de blastos; PLT negativa: punção lombar traumática (≥10 hemácias/μL), ausência de 

blastos; PLT positiva: punção lombar traumática e presença de blastos; INC: inconclusiva 

 

A análise citológica do LCR foi realizada em todas as 72 amostras.  A avaliação 

das amostras pela IMF não obteve sucesso em 9 (12,5%) casos, totalizando 63 

resultados (Tabela 3). Os motivos de insucesso da IMF foram: volume insuficiente no 

momento da coleta em três amostras e, nas demais, não foram recuperadas células para 

análise. 

Dentre as amostras analisadas pela CT, em apenas três foram identificados 

blastos, duas foram classificadas como SNC 2 e, uma, como PLT positiva. Em outras 

duas amostras, o resultado foi inconclusivo, ou seja, não foi possível definir se as 

células observadas no LCR eram blastos ou linfócitos reativos, apenas pela morfologia.  

 

 

Características Número 

Pacientes/amostras 

Protocolo inicial de tratamento 

GBTLI LLA 99 

GBTLI LLA 2009 

15/17 

 

12 

3 

Local da recidiva: 

Medular isolada 

Extra medular isolada: 

         SNC  

         Testicular  

         Massa abdominal 

Combinada: SNC e MO 

Total  

 

8 

 

3 

4 

1 

1 

17 

Citologia do LCR à inclusão no estudo 

SNC 1 

SNC 2 

SNC 3 

PLT negativa 

PLT positiva 

Inconclusiva 

Total 

 

11 

2 

0 

3 

1 

0 

17 
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Tabela 3: Resultados da avaliação citológica e por imunofenotipagem de 72 amostras 

de líquido cefalorraquidiano de 67 pacientes com leucemia linfoide aguda  

 
Número de 

amostras 

Diagnóstico inicial 

ou recidiva 

Pesquisa de 

blastos 

pela citologia 

tradicional 

Resultado da IMF: 

positiva ou negativa 

para a presença de 

blastos 

29 Diagnóstico inicial SNC 1 NEGATIVA 

11 Diagnóstico inicial PLT neg NEGATIVA 

3 Diagnóstico inicial SNC 1 NRC 

3 Diagnóstico inicial PLT neg NRC 

3 Diagnóstico inicial SNC 1 POSITIVA 

4 Diagnóstico inicial PLT neg POSITIVA 

1 Diagnóstico inicial INC (PLTpositiva?) POSITIVA 

1 Diagnóstico inicial INC (SNC 2?) POSITIVA 

8 Recidiva SNC 1 NEGATIVA 

2 Recidiva PLT neg NEGATIVA 

1 Recidiva SNC 1 NRC 

1 Recidiva PLT neg NRC 

2 Recidiva SNC 1 POSITIVA 

1 Recidiva PLT pos NEGATIVA 

1 Recidiva SNC 2 NRC 

1 Recidiva SNC 2 NEGATIVA 

LCR: líquido cefalorraquidiano; SNC 1: punção lombar não traumática, ausência de blastos; SNC 2:               

punção lombar não traumática, contagem de leucócitos < 5/μL, presença de blastos; SNC 3: punção                 

lombar não traumática, contagem de leucócitos ≥ 5/μL, presença de blastos; PLT negativa: punção lombar 

traumática (≥10 hemácias/μL), ausência de blastos; PLT positiva: punção lombar traumática e presença de blastos; 

INC: inconclusiva; NCR: não recuperou células  

 

Dentre as 63 amostras analisadas pela IMF, em 11 (17,4%), a pesquisa de 

blastos foi positiva. Nas três amostras que apresentaram células leucêmicas 

identificadas pela CT (duas classificadas como SNC2 e uma como PLT positiva), a IMF 

foi negativa em duas e, não houve recuperação de células na terceira. As duas amostras 

inconclusivas pela análise citológica foram positivas pela IMF.  

Foi realizada análise de concordâncias entre os dois métodos (para esta análise 

os dois casos inconclusivos pela CT foram excluídos). Não foi observada concordância 

entre os resultados (p = 0,55). (Tabela 4) 

 

 

 

 



67 

 

Tabela 4: Análise de concordância entre os métodos de imunofenotipagem e citologia 

para avaliação da presença de células leucêmicas no liquido cefalorraquidiano  

 

Citologia 

Imunofenotipagem Total Kappa Valor-p 

Positivo Negativo 

Positivo 0 (0,0) 2 (3,3) 2 -0,057 0,550 

Negativo 9 (14,8) 50 (82,0) 59 

Total 9 52 61 

 

No grupo de pacientes incluídos ao diagnóstico inicial (n=55), 49 apresentaram 

resultado na análise do LCR pela IMF. Para estes pacientes foi avaliada a possível 

associação da presença de blastos no LCR por este método com as variáveis 

relacionadas ao maior risco de recidiva da LLA. Conforme observado na Tabela 5, não 

foi constatada nenhuma associação da positividade do LCR pela IMF com os fatores de 

risco para recidiva de LLA. 

Observou-se atraso na primeira punção lombar acima de sete dias, em relação à 

data do diagnóstico da LLA, em 17 (31%) dos procedimentos realizados. Os principais 

fatores envolvidos nesse atraso foram: condições clínicas desfavoráveis dos pacientes, 

hiperleucocitose e indisponibilidade de vagas no centro cirúrgico do hospital. Na análise 

dos pacientes que realizaram a punção lombar com intervalo superior a 7 dias observou-

se um maior número de exames positivos pela IMF no LCR (p=0,016). Adicionalmente, 

observou-se associação deste grupo de pacientes com contagem de leucócitos ao 

diagnóstico acima de 50.000/mm³ (p<0,0001), imunofenótipo T (p=0,021) e 

classificação no grupo de alto risco de recidiva (p=0,003).    

Nos 55 pacientes incluídos no estudo ao diagnóstico de LLA, ocorreram oito 

recidivas (cinco medulares; duas combinadas – medula óssea e SNC; uma isolada em 

SNC). Dentre as recidivas em SNC, um pertencia ao grupo de pacientes com IMF do 

LCR positiva (11%) ao diagnóstico e, os outros dois, ao grupo com IMF negativa (5%). 

Ainda no grupo de pacientes incluídos ao diagnóstico inicial, ocorreram 9 óbitos 

durante o período de seguimento: 3 na indução e 6 por progressão da doença.   
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Tabela 5: Associação entre positividade do líquido cefalorraquidiano ao diagnóstico 

pelo método de imunofenotipagem e fatores de risco para recidiva de leucemia linfoide 

aguda em 49 pacientes 

Variáveis Imunofenotipagem do LCR Valor-p 

Positivo 

Número (%) 

Negativo 

Número (%) 

Idade 

< 2 anos 

2 a 10 anos 

≥10 anos 

 

0 (0) 

7 (19,4) 

2 (16,7) 

 

1 (100) 

29 (80,6) 

10 (83,3) 

 

1,0001 

Contagem de leucócitos ao 

diagnóstico 

< 10000 

10000 a 50000 

≥ 50000 

 

 

3 (10,7) 

2 (20) 

4 (36,4) 

 

 

25 (89,3) 

8 (80) 

7 (63,6) 

 

 

0,1921 

Imunofenótipo 

LLA B 

LLA T 

Bifenotípica 

 

7 (17,9) 

2 (22,2) 

0 (0) 

 

32 (82,1) 

7 (77,8) 

1 (100) 

 

1,0001 

Grupo de risco para recidiva 

Baixo risco (BR) 

Alto risco (AR) 

 

2 (14,3) 

7 (20) 

 

12 (85,7) 

28 (80) 

 

0,7121 

Biologia molecular 

Negativo 

BCR- ABL  

E2A-PBX 

TEL-AML 

 

7 (20,6) 

0 (0) 

1 (33,3) 

1 (14,3) 

 

27 (79,4) 

3 (100) 

2 (66,7) 

6 (85,7) 

 

0,9381 

Medula óssea  

(Citologia) D15 

M1 

M2 

M3 

 

 

3 (12) 

2 (28,6) 

1 (20) 

 

 

22 (88) 

5 (71,4) 

4 (80) 

 

 

0,8101 

DRM (IMF) D15  

Positiva 

Negativa 

 

5 (17,9) 

0 (0) 

 

23 (82,1) 

5 (100) 

 

0,5691 

1 Teste Qui-quadrado de Pearson exato 

D15: 15º dia de tratamento; M1: aspirado medular com < 5% de blastos; M2: aspirado medular com 5 a 25% de blastos; M3: 

aspirado medular com > 25% de blastos; DRM: doença residual mínima 

 

O tempo de seguimento para crianças que não apresentaram evento variou de 28 

dias a 43 meses (mediana: 24,8 meses). A probabilidade estimada de sobrevida global 

(SGLO) aos 3 anos para os 55 pacientes incluídos no estudo ao diagnóstico inicial de 

LLA foi de 66,3% (± 15,5%). A probabilidade estimada de sobrevida livre de eventos 

(SLE) foi de 63,4% (± 15%).   
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A SGLO para os pacientes com IMF positiva no LCR foi 35,6% (±18,6), e, para 

o grupo com IMF negativa, 75,4% (±17,2) (p < 0,0001).  Também foi observada pior 

SLE para o grupo de pacientes com IMF positiva (p < 0,0001) (Figura 2). Observou-se 

uma associação significativa entre pior SGLO e SLE para pacientes com contagem de 

leucócitos ao diagnóstico maior ou igual a 50.000/mm³ (p=0,043 e p=0,025, 

respectivamente).  Outro fator associado à pior probabilidade de SGLO e SLE foi o 

atraso da primeira punção lombar superior a 7 dias do diagnóstico da LLA (p=0,007 e 

p=0,004, respectivamente). Os demais fatores de risco avaliados (idade, imunofenótipo, 

grupo de risco para recidiva, biologia molecular e resposta medular no D15 de 

tratamento) não influenciaram a SGLO e SLE dos pacientes estudados até o momento 

da análise. Na análise multivariada, a presença de blastos no LCR pela IMF permaneceu 

associada à pior SLE (p=0,028; RR: 4,80; IC 95%: 1,18-19,46); assim como o atraso na 

primeira punção lombar acima de 7 dias do diagnóstico (p=0,037; RR: 4,64; IC 95%: 

1,09-19,66).  Não foi possível ajustar o modelo multivariado de Cox para a SGLO. 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 2: Probabilidade de sobrevida livre de eventos (SLE) para 49 pacientes 

diagnosticados com LLA, de acordo com o resultado da imunofenotipagem do 

líquido cefalorraquidiano  

 

 

 

 Nº de pacientes expostos 

  IMF negativa  41    32 17    5 

 IMF positiva  8     4  2    0 

41,7% ( ±17,3) 

70,2% (±16,4) 

IMF do LCR positiva 

IMF do LCR negativa 

 

 

 

p<0,0001 
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5.2.4. DISCUSSÃO 

A utilização da IMF para diagnóstico de neoplasias hematológicas no LCR já é 

estudada há alguns anos, com resultados satisfatórios18-31. As principais neoplasias 

avaliadas foram os linfomas não Hodgkin de alto risco para acometimento do SNC, a 

maioria deles em pacientes adultos18,22,25,26,28. Os resultados observados levaram à 

elaboração de recomendação pelo NCCN (National Comprehensive Cancer Network) 

no sentido do uso rotineiro desse exame no diagnóstico do acometimento do SNC nos 

linfomas 32.  

Quanto ao uso da IMF no LCR nas leucemias agudas, mesmo com a observação 

de aumento da detecção de células leucêmicas por esta técnica, persistem 

questionamentos sobre seu real significado, e não existem indicações precisas para sua 

realização e interpretação de resultados15,16.  

O presente estudo mostrou maior chance de identificação de células leucêmicas 

no LCR, em pacientes pediátricos com LLA, utilizando-se a técnica de IMF quando 

comparada com o exame citológico: 11 (17,4%) casos positivos em 63 amostras pela 

IMF versus três (4,2%) casos positivos em 72 amostras pela CT. Considerando apenas 

os casos avaliados ao diagnostico inicial da LLA, observou-se 18,4% de positividade 

pela IMF. O aumento da detecção de amostras positivas pela IMF é concordante com a 

literatura, pela qual observa-se que 5,7% a 27,8% de LCR positivos pela IMF, ao 

diagnóstico da LLA em crianças (Tabela 6) 29,30,31. Também em concordância com a 

literatura21,33,34, a IMF mostrou-se útil na distinção dos casos inconclusivos pela CT: nos 

dois casos nos quais a CT foi inconclusiva, a IMF foi positiva.   

Em duas amostras a CT identificou a presença de blastos no LCR (uma 

classificada como SNC 2 e outra como PLT positiva), porém a IMF foi negativa. 

Resultados discrepantes como este também foram relatados por outros autores18-21,23,26. 

Quijano e colaboradores (2009) observaram uma amostra com CT positiva e IMF 

negativa, que foi considerada falso-positiva após análise imunocitoquímica. Ressalta-se 

que, no presente estudo, nas duas amostras classificadas como positivas pela CT, 

posteriormente foi realizada a PCR no LCR que mostrou resultado negativo, 

concordante com a IMF (comunicação pessoal).  
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Tabela 6: Comparação entre resultados de estudos de imunofenotipagem do líquido 

cefalorraquidiano em crianças e adolescentes ao diagnóstico de LLA 
 

SNC: sistema nervoso central; NI:não informado; CT: citologia; IMF: imunofenotipagem; NI: não informado 

 

Uma das dificuldades da técnica de IMF no LCR é a escassez de células neste 

líquido corporal18,19,21,23,27. Em trabalhos mais recentes, por meio de estratégias como 

utilização de citômetros mais modernos com número mais elevado de cores (≥ 3 cores), 

tal dificuldade tem sido superada15,16.  

Apesar dos cuidados para coleta e processamento do LCR, como volume 

aproximado de três microlitros e processamento em, no máximo, 8 horas após a coleta, 

em 12,5% das amostras, a IMF não foi realizada, pois o material coletado foi 

insuficiente ou não ocorreu recuperação de células pelo citômetro. Outros estudos 

relataram entre 0,87% a 29% das amostras inadequadas para a IMF 18,19,21,23,27. Sabe-se 

que o intervalo entre a coleta e o processamento da amostra é essencial para o 

aproveitamento das células no LCR15. A maioria dos estudos analisou as amostras nas 

primeiras 3 horas após a coleta (tempo de processamento variou de 3 horas a 3 dias)18-

20,22-25,28, ou o tempo para o processamento da amostra não foi especificado pelos 

autores29,30,33. Alguns autores utilizaram reagentes estabilizantes para preservação da 

integridade celular das amostras (Transfix® ou RPMI 1640)24,26,28,29. No presente 

estudo, assim como na maior parte dos trabalhos encontrados, as amostras foram 

coletadas sem nenhum tipo de conservante18-20,22,23,25,27,30.  

Outro fator que pode interferir na realização da IMF é a presença de hemácias no 

LCR. Na literatura encontram-se estudos que excluíram de suas análises as amostras de 

LCR contaminadas com hemácias19,20,29 e outros que às incluíram18,22,30,31,33. No 

presente estudo, optou-se por incluir as 23 (32%) amostras que foram traumáticas (≥ 10 

 Período Número de pacientes Idade 

(anos) 

CT+ 

Nº / (%) 

IMF+ 

Nº / (%) 

LIANG et al, 

201330 

2001-2007 313 2 a 14 5 (1,6) 18 (5,8) 

MARTINEZ-

LAPERCHE et 

al, 201329 

2007-2009 108 0 a 15  3 (2,8) 30 (27,8) 

RANTA et al, 

201531 

2000-2012 214 < 18 21 (9,8)  37 (17,3) 

Presente estudo 2011-2014 55 0 a 18 0 (0) 9 (18,3) 
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hemácias/µL) na análise pela IMF e foi utilizada a solução de lise para processamento 

das amostras, conforme recomendado por outros pesquisadores. Das nove amostras de 

LCR nas quais a IMF não foi viável, 44,4% pertenciam ao grupo de pacientes com 

punção traumática.  Observou-se, no grupo com punção traumática, cinco (21,7%) 

amostras positivas pela IMF. Tal fato pode estar relacionado à presença de células 

leucêmicas introduzidas no LCR de forma iatrogênica. A presença de PLT positiva ao 

diagnóstico da LLA já foi associada à pior sobrevida por vários autores35-39. A 

identificação correta da presença de blastos no LCR traumático é também essencial, 

visto que a literatura sugere que a intensificação dos protolocos de tratamento poderia 

anular o efeito prognóstico da PLT positiva40,41.    

A definição de positividade do LCR pela IMF não está bem estabelecida na 

literatura, apenas alguns autores citam os critérios adotados para classificação das 

amostras24-26,28,29. No presente estudo, as amostras com número ≥ 10 eventos na 

população celular selecionada e com o mesmo imunofenótipo da MO, foram 

consideradas positivas26.  

Outra limitação da casuística apresentada é o fato de 30% das punções lombares 

terem ocorrido com atraso acima de sete dias do diagnóstico da LLA. Durante esse 

período os pacientes já estão recebendo tratamento com corticoide, o que pode interferir 

no resultado da análise do LCR, reduzindo a chance de detecção de células leucêmicas. 

Portanto, o intervalo prolongado entre o diagnóstico da LLA e a primeira punção pode 

ser um dos motivos associados à ausência de pacientes classificados como SNC 3. 

Estudo realizado em pacientes pediátricos com LLA, tratados pelo Tokyo Children’s 

Cancer Study Group (TCCSG), utilizou protocolo de tratamento que preconizava a 

primeira punção lombar no oitavo dia do tratamento de indução, após sete dias de uso 

de corticoide. O objetivo desse intervalo era minimizar o risco de punção traumática 

com introdução iatrogênica de blastos no SNC. Os autores observaram um menor 

número de pacientes classificados como SNC 2, SNC 3 e PLT positiva ao diagnóstico. 

Além disso, não foi observado impacto nos resultados do tratamento, não obstante o 

protocolo utilizado preconizar RT profilática para um grupo restrito de pacientes42.  

No presente estudo, entretanto, na análise dos pacientes que realizaram a punção 

lombar com intervalo acima de sete dias, observou-se número mais elevado de exames 

positivos pela IMF no LCR. Tal fato deve-se, provavelmente, à presença de outros 

fatores de mau prognóstico encontrados nesse grupo de pacientes.    
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Nos resultados apresentados observou-se associação da positividade do LCR 

pela técnica de IMF com pior probabilidade de SGLO e SLE.  O tamanho da amostra e 

o curto período de seguimento são uma limitação da análise de sobrevida neste estudo. 

Não foi possível avaliar o impacto da positividade da IMF do LCR nas recidivas em 

SNC.  

Poucos estudos avaliaram o impacto da presença de células leucêmicas no LCR 

pela IMF na sobrevida dos pacientes com neoplasias hematológicas28,29,30,31. Liang e 

colaboradores avaliaram o LCR de crianças com diagnóstico de LLA, por meio de CT e 

IMF, em vários momentos do tratamento. O grupo de pacientes com apenas a IMF 

positiva ao diagnóstico da LLA foi subdividido, para receber diferentes abordagens na 

profilaxia do SNC: 34 receberam doses habituais de quimioterapia intratecal, enquanto 

os 45 restantes receberam doses adicionais. Nenhum paciente foi submetido a RT. 

Observou-se melhor SGLO e menor risco de recidiva em SNC no grupo de pacientes 

que recebeu doses extras de quimioterapia intratecal30. Martinez-Laperche e 

colaboradores também avaliaram o LCR de pacientes pediátricos com diagnóstico de 

LLA utilizando as técnicas de CT e IMF, em diversos momentos do tratamento. Dentre 

os pacientes com IMF positiva no LCR ao diagnóstico, não foi observado maior risco de 

recidiva ou óbito. Já os pacientes que apresentaram IMF positiva durante o tratamento, 

especialmente na fase de manutenção, apresentaram pior SLE e tendência a pior 

SGLO29. Outro estudo, realizado em pacientes menores de 18 anos de idade, ao 

diagnóstico da LLA, observou pior SLE e uma tendência a pior SGLO nos pacientes 

que apresentaram LCR com contagem de leucócitos < 5/μL e presença de blastos 

identificados pela CT e/ou IMF. Os autores observaram, também, maior incidência 

acumulada de recidiva nos pacientes com apenas a IMF positiva do LCR, quando 

comparados com os pacientes classificados como SNC131. No entanto, deve-se ressaltar 

que o método de Kaplan-Meier, utilizado pelos pesquisadores, não é o mais adequado 

para avaliar a incidência acumulada 43.  

O presente estudo avaliou o LCR apenas no momento do diagnóstico da LLA ou 

da recidiva da doença. A IMF é uma técnica que envolve custos mais elevados quando 

comparada à CT. A utilização desta técnica para avaliação periódica do LCR nas 

punções lombares de todos os pacientes pode ser inviável, especialmente em centros de 

tratamento com recursos financeiros mais escassos. A identificação dos melhores 

momentos durante o tratamento para a sua aplicação se faz necessária, por meio de 

novos estudos.  
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Os resultados apresentados, em conjunto com outros dados da literatura, 

sugerem que a IMF do LCR pode ser método auxiliar de grande valia em 

complementação à análise citológica de infiltração do SNC na LLA. Adicionalmente ao 

aumento na detecção de amostras positivas, o resultado da IMF é rápido, permitindo 

adequações no protocolo de tratamento. O impacto da IMF positiva do LCR ao 

diagnóstico, na SLE e SGLO, observados neste estudo merece ser reavaliado em uma 

população maior e por período de seguimento mais prolongado. 
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5.3. ARTIGO ORIGINAL:  

 

O terceiro artigo refere-se à análise dos resultados da avaliação do LCR pela PCR e 

comparação dos resultados com a CT e a IMF e, análise de probabilidade de sobrevida.  
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Avaliação da reação em cadeia da polimerase como método 

complementar de análise do líquido cefalorraquidiano em crianças e 

adolescentes com leucemia linfoide aguda   

 

Resumo 

 

O presente estudo teve como objetivo avaliar a presença de rearranjos nos genes da 

imunoglobulina (Ig) e do receptor de células T (TCR), identificados previamente na 

medula óssea (MO) dos pacientes com leucemia linfoide aguda (LLA), por meio de 

reação em cadeia da polimerase (PCR) no líquido cefalorraquidiano (LCR) ao 

diagnóstico inicial ou da recidiva da doença. Foram avaliadas 46 amostras de LCR de 

44 pacientes com LLA coletadas ao diagnóstico inicial (n=38) ou à recidiva da doença 

(n=8), por três métodos: citologia (CT), imunofenotipagem (IMF) e PCR. Em 12 

amostras (26%), o gene controle da PCR (FLT3) não amplificou. Todas as amostras 

foram analisadas pela CT, 44 pela IMF e 34, pela PCR (destas, 14 foram também 

avaliadas pela PCR quantitativa em tempo real – RQ-PCR). Treze (28,2%) amostras 

foram positivas por, pelo menos, um dos métodos: 2 apenas pela CT; 4 apenas pela 

IMF; 4 apenas pela PCR e 3, pela IMF e PCR. Não foi observada concordância entre os 

métodos. O resultado positivo da PCR no LCR não foi associado a fatores de risco para 

recidiva da LLA (idade, grupo de risco, contagem de leucócitos ao diagnóstico, 

imunofenótipo e alterações citogenéticas/moleculares na MO). O único fator associado 

à pior probabilidade de sobrevida global (SGLO) no grupo de pacientes incluídos ao 

diagnóstico inicial foi a IMF do LCR positiva ao diagnóstico (p=0,002). Para a SLE, a 

IMF e a PCR positivas do LCR ao diagnóstico foram as únicas variáveis associadas a 

pior prognóstico (p=0,006 e p=0,048, respectivamente). Os resultados das análises de 

sobrevida não permitem conclusões definitivas e merecem ser abordados em novos 

estudos. 

 

        

Palavras chaves: leucemia linfoide aguda, sistema nervoso central, líquido 

cefalorraquidiano, reação em cadeia da polimerase, diagnóstico. 
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Use of the polymerase chain reaction as an additional method for 

detecting central nervous system disease in children and adolescents 

with acute lymphoblastic leukemia  

 

Abstract   

 

This study aimed at evaluating the use of the polymerase chain reaction (PCR) in the 

assessment of the cerebrospinal fluid (CSF) for the presence of previously identified 

immunoglobulin (Ig) and T-cell receptor (TCR) gene rearrangements in the leukemic 

blast cells from the bone marrow (BM) at diagnosis of acute lymphoblastic leukemia 

(ALL). A total of 46 CSF samples from 44 patients aged up to 18 years old with ALL 

were included, 38 of which were obtained at initial diagnosis and 8, at relapse. In this 

analysis, three techniques were applied: cytology (CT), immunophenotyping (IMP), and 

PCR. In 12 (26%) samples, the control gene (FLT3) was not amplified. Cytological 

analysis was performed in all of the samples, whereas IMP was done in 44 of them and 

PCR, in 34 (amongst these, 14 samples were also tested using real time quantitative 

PCR – RQ PCR). Thirteen (28.2%) samples displayed positive results: two by CT 

alone, four by IMP alone, four by PCR alone, and three by both IMP and PCR. There 

were no matched results between the different methods. Positive CSF PCR results were 

not associated with tested risk factors for relapse of ALL (age, risk group, leukocyte 

count at diagnosis, immunophenotype and cytogenetic/molecular abnormalities in BM). 

Positive CSF IMP at initial diagnosis was the sole factor associated with worse overall 

survival, p=0.002. With regard to event-free survival, CSF IMP and PCR positivity at 

diagnosis were the only variables found to be associated with worse prognosis (p=0.006 

and p= 0.048, respectively). The results observed in these survival analyses do not allow 

definitive conclusions and should, therefore, be approached in further studies.  

 

 

Key words: acute lymphoblastic leukemia; central nervous system; cerebrospinal fluid; 

polimerase chain reaction, diagnosis. 
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5.3.1. INTRODUÇÃO 

 

A infiltração do sistema nervoso central (SNC) ao diagnóstico da leucemia 

linfoide aguda (LLA) influencia o prognóstico e o tratamento dos pacientes 

(LEVINSEN et al, 2014; PUI et al, 2009; RICHARDS et al, 2013). A avaliação 

citológica do líquido cefalorraquidiano (LCR) ainda é o método mais utilizado na 

detecção de infiltração pelos diversos centros de tratamento (PUI et al, 2009, CRESPO-

SOLIS et al, 2012). Entretanto, sabe-se que a citologia (CT) não é o ideal, já que os 

linfócitos no LCR podem apresentar aspecto atípico à morfologia, o que pode dificultar 

a distinção entre um linfócito maduro e uma célula leucêmica (BOROWITZ et al, 1981; 

CRESPO-SOLIS et al, 2012; GALATI et al, 2013; GLASS et al, 1979). 

Vários recursos diagnósticos são utilizados, em associação à análise 

morfológica, para distinguir as células leucêmicas das demais na medula óssea (MO). 

São eles, a imunofenotipagem (IMF) e a biologia molecular, em especial as técnicas de 

reação em cadeia da polimerase (PCR) (CAMPANA et al, 2009; INABA et al, 2013). A 

IMF e a PCR têm sido estudadas também como métodos adicionais na avaliação do 

LCR nas neoplasias hematológicas, com resultados promissores (CRESPO-SOLIS et al, 

2012, GALATI et al, 2013, SAYED et al, 2009).  

Na LLA, a PCR pode ser usada para detectar as células leucêmicas portadoras de 

transcritos de fusão, tais como ETV6-RUNX1 (TEL-AML1), MLL-AF4 e outros 

rearranjos MLL ou BCR-ABL1, alterações essas que estão presentes em 

aproximadamente 30% dos pacientes (INABA et al, 2013, PUI et al, 2012). 

Alternativamente, pode-se utilizar como marcadores da leucemia os rearranjos formados 

pela junção de segmentos V (variável), D (diversidade) e J (junção) que ocorrem nos 

genes da imunoglobulina (Ig) e do receptor de células T (TCR) no processo de 

maturação dos linfócitos B e T (GALOIN et al, 1997, RHODES et al, 1995). Os 

rearranjos clonais da Ig ocorrem em quase 100% das LLA B e os do TCR, em mais de 

90% das LLA T e em cerca de 50% das LLA B (SZCZEPAŃSKI et al, 1999, 

SZCZEPAŃSKI et al, 2000).   

Nos protocolos atuais de tratamento da LLA, faz-se uma análise desses 

rearranjos na MO ao diagnóstico para se definir marcadores a serem utilizados no 

monitoramento da doença residual mímima (DRM). Os rearranjos detectados na MO 

podem ser testados no LCR para se avaliar a presença de infiltração no SNC. Para tal, 
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podem ser utilizadas a PCR convencional ou a PCR quantitativa em tempo real (RQ-

PCR) (BIOJONE et al, 2012; SCRIDELI et al, 2003; PINE et al, 2005; SAYED et al, 

2008; HAAS et al, 2002; GALOIN et al, 1997). Todavia, ainda não existem 

recomendações para uso rotineiro destas técnicas no estudo do LCR na LLA.     

No presente estudo, foram utilizadas técnicas de PCR para detecção de 

clonalidade no LCR ao diagnóstico ou à recidiva da doença em crianças e adolescentes 

com LLA. Os resultados da PCR foram comparados com outros métodos utilizados para 

avaliação do LCR, quais sejam: CT e IMF.   

 

5.3.2. METODOLOGIA 

 

Pacientes  

A população estudada consistiu de pacientes com idade até 18 anos, com 

diagnóstico recente de LLA, admitidos no Hospital das Clínicas da UFMG (HC-

UFMG), no período de novembro de 2011 a novembro de 2014, submetidos aos 

protocolos de tratamento do Grupo Brasileiro para Tratamento de Leucemia na Infância 

(GBTLI): LLA 99 (BRANDALISE et al, 2010) e 2009. Também foram incluídos os 

pacientes, dentro da mesma faixa etária, tratados inicialmente com os referidos 

protocolos e que apresentaram recidiva (medular e/ou extramedular) da doença no 

mesmo período.  O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG 

(COEP – UFMG/CAAE-0284.0.203.000-11). Para a inclusão dos pacientes em 

acompanhamento na instituição, foi solicitada a assinatura do termo de consentimento 

livre e esclarecido aos pais ou responsáveis.  

Foram analisados os seguintes dados, extraídos dos prontuários médicos e 

registros laboratoriais: idade ao diagnóstico, sexo, imunofenótipo, alterações 

citogenéticas e moleculares, DRM na MO por IMF (definida como negativa se < 10%, no 

15º dia de tratamento), grupo de risco (baixo risco: idade ≥ 1 ano e < 9 anos, contagem de 

leucócitos ao diagnostico < 50.000/mm³, < 1000 blastos/mm³ no sangue periférico no 8º 

dia de tratamento, DRM na MO por IMF negativa no 15º dia de tratamento, DRM na MO 

por PCR < 10-3 - para LLA B derivada - e < 10-2 - para LLA T derivada - no 35º dia de 

tratamento e ausência de citogenética de risco – t(9;22) e t(4;11) e/ou hipodiploidia), data 

e local de realização da primeira punção lombar, data e local da primeira recidiva, data e 
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causa do óbito, situação da criança no momento da análise dos dados (vivo e em 

remissão, nova recidiva ou óbito). 

Protocolo de tratamento  

Para tratamento e profilaxia do SNC, o protocolo GBTLI-LLA 99, preconizava a 

utilização de quimioterapia intratecal tripla (MADIT), com metotrexate, citarabina e 

dexametasona e, a radioterapia (RT), apenas para os pacientes com acometimento do 

SNC ao diagnóstico. Para o protocolo GBTLI LLA 2009, manteve-se o MADIT e 

ampliou-se a indicação da RT. Além dos pacientes com acometimento do SNC ao 

diagnóstico, a RT foi indicada para os pacientes com contagem de leucócitos ao 

diagnóstico ≥ 100.000/mm³ e/ou classificados como respondedores lentos (≥ 1000 

blastos/mm³ no sangue periférico no 8º dia de tratamento e/ou DRM positiva no 15º dia 

de tratamento e/ou no 35º dia de tratamento).  

Conforme orientação do protocolo GBTLI-LLA, para todos os pacientes ao 

diagnóstico de LLA foi realizado o exame citológico do LCR para pesquisa de blastos. A 

coleta do LCR deveria ser realizada no primeiro dia de tratamento. Para todos os 

pacientes, a punção lombar foi realizada no bloco cirúrgico, sob sedação, por membros da 

equipe com maior experiência. Para os pacientes com contagem de plaquetas abaixo de 

50.000/mm³, foi realizada transfusão de plaquetas antes do procedimento. Para pacientes 

incluídos no estudo, quando possível, eram coletados 5 ml de LCR, distribuídos da 

seguinte forma: 1 ml para citologia; 3 ml para realização da IMF e 1 ml foi congelado a -

80°C para realização da PCR, posteriormente.  

A classificação do LCR, de acordo com a avaliação citológica, foi: SNC 1 – 

punção lombar não traumática, ausência de blastos; SNC 2 – punção lombar não 

traumática, contagem de leucócitos < 5/μL, presença de blastos; SNC 3 – punção lombar 

não traumática, contagem de leucócitos ≥ 5/μL, presença de blastos; PLT negativa – 

punção lombar traumática (≥10 hemácias/μL), ausência de blastos; PLT positiva – 

punção lombar traumática (≥10 hemácias/μL), presença de blastos. No protocolo GBTLI-

LLA, o envolvimento do SNC pela leucemia é definido como SNC3 ou por infiltrados 

intracerebrais detectados por técnica de imagem ou por acometimento de pares cranianos 

ou, ainda, pela presença de massa dentro da medula espinhal, identificada por técnica de 

imagem.  
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A metodologia da IMF foi descrita por Cancela e colaboradores, 2015. Para a 

IMF, a detecção de cluster com número ≥ 10 células com o mesmo perfil 

imunofenotípico da MO foi considerada como positiva para infiltração no SNC 

(QUIJANO et al, 2009). 

Não foi realizada nenhuma modificação no protocolo de tratamento, em função do 

resultado positivo no LCR pelos métodos de IMF e PCR.     

PCR do LCR 

EXTRAÇÃO DO DNA 

A extração de DNA foi realizada de acordo com Biojone e colaboradores, 2009. 

As amostras foram descongeladas a 4-8°C por 40 minutos. Após descongelamento, foi 

realizada centrifugação a 13200 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado, 

com pipeta. Adicionaram-se ao tubo 25 µL de H2O milli-Q. Foi realizado aquecimento 

da amostra em bloco térmico a 94⁰C por 10 minutos e, após este procedimento, as 

amostras foram colocadas em geladeira por 18 horas.  

REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE   

 A detecção de rearranjos clonais na MO ao diagnóstico foi realizada por 

metodologia definida pelo grupo de Biologia Molecular do GBTLI (YUNES et al, 

comunicação pessoal, Centro Infantil Boldrini, Campinas/SP), tendo sido adaptada a 

partir da metodologia do grupo BIOMED (VAN DONGEN et al, 2003; PONGERS-

WILLEMSE et al, 1999).  O DNA da amostra de MO foi amplificado utilizando 19 

mixes de primers consenso que flanqueiam as regiões dos rearranjos dos genes Ig e 

TCR, de acordo com o subtipo de LLA. Para as crianças com LLA de linhagem B, essa 

triagem inicial foi feita utilizando pares de primers para os rearranjos completos e 

incompletos dos genes IgH (VH-(DH)-JH, DH-JH), IgK (Vk-Kde, Intron-Kde), TCRG 

(Vg-Jg1.3/2.3 + Jg1.1/2.1) e TCRD (Vd2-Dd3, Dd2-Dd3). Para as crianças com LLA-T, 

foram testados os rearranjos completos e incompletos dos genes IgH (DH-JH), TCRG 

(Vg-Jg1.3/2.3 + Jg1.1/2.1), TCRD (Vd-(Dd)-Jd1, Dd2-Jd1, Vd2-Dd3, Dd2-Dd3) e a 

microdeleção nos genes SIL-TAL (SIL-TAL1, SIL-TAL2). Os rearranjos identificados 

na MO de cada paciente ao diagnóstico foram escolhidos para pesquisa de células 

clonais no LCR.  

 Para cada reação de PCR no LCR, utilizaram-se 6 µL do DNA extraído. Nas 

amostras em que não houve amplificação, a integridade do DNA no material examinado 
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foi testada pela amplificação do gene FLT3 (MESHINCHI et al, 2001). As reações de 

PCR foram realizadas no termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied 

Biosystems). Foi utilizado um controle negativo sem DNA, e um controle de 

amplificação inespecífica contendo DNA de doadores sem doença hematológica (PBL). 

Após a PCR, foi realizada análise de homo/heterodúplex para caracterização da 

clonalidade, adaptada a partir de Langerak (1997), descrito por Assumpção. 

(ASSUMPÇÃO et al, 2010). 

Em função de estudo concomitante de DRM preconizado pelo GBTLI-LLA-

2009, para alguns pacientes havia disponibilidade de primers específicos desenhados 

para as regiões de junção V-D-J identificados no clone leucêmico na MO ao 

diagnóstico. Nos pacientes nos quais estes primers estavam disponíveis, o LCR foi 

testado pela RQ-PCR. Para o RQ-PCR, além do primer clone-específico desenhado, 

foram escolhidos no banco de dados do GBTLI-2009 outro primer (senso ou anti-senso, 

dependendo do rearranjo) e a sonda TaqMan  (Applied Biosystems). A metodologia para 

amplificação, normalização e análise dos dados dos RQ-PCR para os rearranjos foi 

descrita por Paula et al. (PAULA, 2015). 

Análise estatística  

Para a análise estatística foi utilizado o programa Social Program Statistics 

Science (SPSS), versão 20.0. O coeficiente kappa foi utilizado para análise de 

concordância entre os métodos de avaliação do LCR. A análise de possíveis associações 

entre as variáveis do estudo e os resultados da PCR do LCR foi realizada pelo teste Qui-

quadrado de Pearson exato (para variáveis categóricas) e teste Mann-Whitney (para 

variáveis continuas). Para a análise de sobrevida foi utilizado o método de Kaplan-

Meyer. Pacientes que não apresentaram nenhum evento (óbito ou recidiva) foram 

censurados na data da análise. O teste de log-rank foi utilizado para comparação das 

curvas de sobrevida. Para análise multivariada foi utilizado o modelo de regressão de 

Cox. O valor de p ≤ 0,05 foi considerado estatisticamente significante. 

 

5.3.3. RESULTADOS 

No período estudado foram diagnosticados 55 casos novos de LLA e 12 casos de 

recidiva da doença. Todos os pacientes incluídos ao diagnóstico inicial foram tratados 

pelo protocolo GBTLI-LLA 2009, exceto um, tratado pelo GBTLI-LLA 99. As 
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características clínicas dos pacientes incluídos ao diagnóstico inicial estão resumidas na 

Tabela 1.  

Tabela 1: Características clínicas dos 55 pacientes incluídos ao diagnóstico inicial de 

leucemia linfoide aguda  

Características Pacientes incluídos 

(n=55)  

número (%) 

Pacientes nos quais foi realizada a PCR  

(n=38) 

número (%) 
Sexo  

Masculino 

Feminino 

Total 

 
28 (51) 

27 (49) 

55 (100) 

 
19 (50) 

19 (50) 

38 (100) 

Idade ao diagnóstico inicial  

< 2 anos 

2 a 9 anos 

≥ 10 anos 

Total 

 

1 (1,8) 

40 (72,7) 

14 (25,4) 

55 (100) 

 

1 (2,6)   

26 (68,4) 

11 (28,9) 

38 (100) 

Grupo de risco para recidiva 

Baixo risco (BR) 

Alto risco (AR) 

Total 

 
16 (29) 

39 (71) 

55 (100) 

 
9 (23,6) 

29 (76,3) 

38 (100) 

Contagem de leucócitos ao diagnóstico inicial  

< 10.000/mm³ 

10.000/mm³ a < 50.000/mm³ 
≥50.000/mm³ 

Total 

 
31 (57,4) 

11 (20,4) 
12 (22,2) 

54 (100) 

 
24 (63,1) 

6 (15,8) 
8 (21,1)  

38 (100) 

Imunofenotipagem 

B 

T 
Bifenotípica 

Total 

 

45 (81,8) 

9 (16,3) 
1 (1,8) 

55 (100) 

 

32 (84,2) 

6 (15,8) 
0 (0) 

38 (100) 

Citologia do LCR  

SNC 1 

SNC 2 

SNC 3 
PLT negativa 

PLT positiva 

Inconclusiva 
Total 

 

35 (63,6) 

0 (0) 

0 (0) 
18 (32,7) 

0 (0) 

2 (3,6) 
55 (100) 

 

24 (63,2) 

0 (0) 

0 (0) 
14 (36,8) 

0 (0)  

0 (0) 
38 (100) 

LCR: líquido cefalorraquidiano; SNC 1: punção lombar não traumática, ausência de blastos; SNC 2: punção lombar 

não traumática, contagem de leucócitos < 5/μL, presença de blastos; SNC 3: punção lombar não traumática, 

contagem de leucócitos ≥ 5/μL, presença de blastos; PLT negativa: punção lombar traumática (≥10 hemácias/μL), 

ausência de blastos; PLT positiva: punção lombar traumática e presença de blastos; INC: inconclusiva 

 

Em 12 (17,9%) dos 67 pacientes não houve volume suficiente de LCR para 

realização da PCR (o volume coletado foi destinado prioritariamente à análise citológica 

de rotina e à imunofenotipagem). Dos 55 pacientes restantes, em 11 a PCR não foi 

realizada, pois não havia MO do diagnóstico disponível para pesquisa de rearranjo 

(n=9), ou não foi identificado rearranjo (n=2). Nos demais 44 pacientes foi realizada a 

PCR convencional e, em 16 destes foi feita também a RQ-PCR (Figura 1). 
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Figura 1: Fluxograma dos pacientes e amostras de LCR incluídos para a PCR  
a dos 44 pacientes nos quais a PCR convencional foi realizada, em 16 foi realizada, também, a RQ-PCR. 

DIAG: diagnóstico inicial; REC: recidiva medular e/ou extramedular  

  

Para a PCR convencional foram processadas 46 amostras de LCR dos 44 

pacientes (dois pacientes incluídos ao diagnóstico tiveram o LCR incluído também à 

recidiva da doença). Em 12 amostras (26%) o gene controle (FLT3) não amplificou. 

Nas 34 amostras restantes, sete (20,6%) apresentaram resultado positivo para a presença 

dos mesmos rearranjos identificados na MO ao diagnóstico da LLA (Figura 2). Os sete 

pacientes apresentaram imunofenótipo B. Apenas uma das sete amostras foi coletada à 

recidiva e as outras seis ao diagnóstico inicial.  

 

55 pacientes com LCR para 

PCR:  

58 amostras de LCR (43 DIAG; 

15 REC) 
 

44 pacientes realizado PCR: 

46 amostras de LCR (38 

DIAG; 8 REC) 

11 pacientes não realizada 

PCR: 12 amostras de LCR 

(5 DIAG; 7 REC) 

 

9 pacientes (10 amostras de 

LCR): MO do diagnóstico 

não disponível 

  

2 pacientes (2 amostras de 

LCR): ausência de 

rearranjos na MO ao 

diagnóstico 

44 pacientes realizada PCR 

convencional: 46 amostras de 

LCR (38 DIAG; 8 REC) 

 

11 pacientes não amplificaram 

gene controle: 12 amostras de 

LCR (9 DIAG; 3 REC) 

16 pacientes realizada RQ-

PCRa: 16 amostras de LCR 

(12 DIAG; 4 REC) 

 

2 pacientes (2 amostras de 

LCR): não amplificaram 

gene controle (2 DIAG) 

 

 

33 pacientes amplificaram gene 

controle: 34 amostras de LCR  

(29 DIAG; 5 REC) 

 

14 pacientes (14 amostras 

de LCR): amplificaram 

gene controle  

(10 DIAG; 4 REC) 
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Figura 2: Resultados da PCR de três pacientes com LLA: amostras de medula óssea e 

líquido cefalorraquidiano. 

Paciente 1: MO2400 e LCR 24; Paciente 2: MO 3272 e LCR 30; Paciente 3: MO 2196 e LCR 34. No 

paciente 1 observa-se o mesmo padrão de migração da MO no LCR, compatível com resultado positivo 

para a pesquisa de blastos.  

 

Dentre os resultados positivos, em um paciente foi observada uma amplificação 

fraca num único rearranjo; outros três pacientes tiveram resultado divergente entre os 

dois rearranjos testados (VH3 positivo versus V2D3 negativo em dois pacientes; VGI 

positivo versus V2D3 negativo no terceiro).    

A RQ-PCR foi realizada em 16 pacientes. Em dois, não ocorreu amplificação do 

gene controle. Das 14 amostras restantes, apena uma (7,1%) foi positiva.  A 

sensibilidade dos primers da RQ-PCR variou entre 10-3 e 10-4. 

A CT foi realizada em todas as 46 amostras e apenas duas (4,3 %) foram 

consideradas positivas para a presença de blastos, uma classificada como PLT positiva e 

a outra como SNC 2.  

A IMF foi realizada nas 46 amostras, porém em duas não foram recuperadas 

células para análise. Das 44 amostras restantes, 7 (15,9%) foram consideradas positivas 

para a presença blastos.  

Das 46 amostras incluídas, 17 (37%) foram traumáticas (o número de hemácias 

variou de 19 a 4350/µL – mediana de 49/µL). Observou-se um atraso na coleta do LCR, 
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superior a 7 dias do diagnóstico ou da recidiva da LLA, em 17 (37%) amostras 

incluídas.  

A Tabela 2 mostra os resultados das amostras positivas pelos 4 métodos testados 

(CT, IMF, PCR convencional e RQ-PCR).  

Tabela 2: Amostras de líquido cefalorraquidiano positivas para a presença de blastos 

em pelo menos um dos quatro métodos testados em 44 pacientes com leucemia linfoide 

aguda   

Paciente Coleta LCR Citologia  IMF PCR  RQ-PCR 

14 DIAG NEG POS NEG NR 

18 DIAG NEG POS POS NR 

21 DIAG NEG POS NEG NEG 

24 REC MO NEG POS POS POS 

28 DIAG NEG NEG POSa  NEG 

30 DIAG NEG POS NEG NEG 

32 DIAG NEG POS NA NEG 

34 REC MO POSc NEG NA NEG 

38 DIAG NEG NEG POSd NR 

41 DIAG NEG NEG POSf NR 

44 DIAG NEG POS POS NR 

69 REC MO POSe NEG NEG NR 

74 DIAG NEG NEG POSb NR 

DIAG: diagnóstico inicial; REC MO: recidiva medular; IMF: imunofenotipagem; PCR: 

reação em cadeia da polimerase convencional; RQ-PCR: reação em cadeia da polimerase em 

tempo real; NEG: negativo; POS: positivo; NA: não amplificou gene controle; NR: não 

realizado.  aAmplificação fraca, gerou dúvida na avaliação do resultado; b Positivo para o 

rearranjo VH3 e negativo para o V2D3; c PLT positiva; d Positivo para rearranjo VGI 

(amplificação fraca) e negativo para V2D3; e SNC 2; f  Positivo para o rearranjo VH3 

(amplificação fraca) e negativo para o V2D3 

Na comparação entre os métodos: CT, IMF e PCR, não foi observada 

concordância (Tabela 3). 
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Tabela 3: Análise da concordância entre os métodos de avaliação do liquido 

cefalorraquidiano ao diagnóstico de leucemia linfoide aguda 

Concordância Kappa Valor-p Classificação 

IMF x CT -0,050 0,679 Não há concordância 

PCR x CT -0,054 0,605 Não há concordância 

RQ-PQR x CT -0,077 0,773 Não há concordância 

IMF x PCR  0,325 0,064 Não há concordância 

IMF x RQ-PCR 0,323 0,101 Não há concordância 

PCR x RQ-PCR 0,600 0,064 Tendência à boa concordância 
      IMF: imunofenotipagem; CT: citologia; PCR: reação em cadeia da polimerase convencional; RQ-PCR: reação em 

cadeia da polimerase em tempo real 

 

O resultado positivo da PCR no LCR, analisado apenas no grupo de pacientes 

incluídos ao diagnóstico inicial e com amplificação do gene controle (n=29), não foi 

associado aos fatores de risco para recidiva da LLA (grupo de risco, contagem de 

leucócitos ao diagnóstico, idade, imunofenótipo e alterações citogenéticas/moleculares 

na MO). Também não foi observada associação entre o resultado positivo da PCR no 

LCR com a presença de punção traumática (p = 0,644) ou de atraso na punção superior 

a 7 dias do diagnóstico (p = 0,407).   

A probabilidade estimada de sobrevida global (SGLO) aos 3 anos para os 55 

pacientes incluídos sequencialmente no estudo, ao diagnóstico inicial de LLA, foi de 

66,3% (± 15,5%). A probabilidade estimada de sobrevida livre de eventos (SLE) foi de 

63,4% (± 15%). O tempo de seguimento variou de 28 dias a 43 meses (mediana: 24,8 

meses).  

Para o grupo de pacientes incluídos ao diagnóstico inicial e com amplificação do 

gene controle (n=29), a probabilidade de SGLO e SLE aos 3 anos foi 60,0% (±18,4) e 

58,7% (±17,9), respectivamente. O tempo de seguimento variou de 30 dias a 42,2 meses 

(mediana – 26,6 meses). O único fator associado à pior probabilidade de SGLO, neste 

grupo, foi a IMF do LCR positiva ao diagnóstico (p=0,002). Para os pacientes com a 

IMF do LCR negativa, a probabilidade de SGLO aos 3 anos foi 71,1% (±20,9), para o 

grupo com a IMF do LCR positiva foi 40,0% (±21,9). 

Para os pacientes com a PCR do LCR negativa a probabilidade de SLE aos 3 

anos foi 65,1% (±19,5), para o grupo com a PCR do LCR positiva foi 41,7% (±22,2) 

(Figura 3). Para a SLE, a IMF positiva do LCR também foi associada à pior prognóstico 

(p=0,006). Os demais fatores avaliados – gênero, idade ao diagnóstico, contagem de 

leucócitos ao diagnóstico, imunofenótipo, grupo de risco, biologia molecular da MO ao 
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diagnóstico e atraso da primeira punção superior a 7 dias do diagnóstico – não 

influenciaram a SLE. Ao se ajustarem todas as variáveis candidatas à analise 

multivariada, para a SGLO e a SLE, os amplos intervalos de confiança invalidaram o 

modelo.  

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 3: Probabilidade de sobrevida livre de eventos (SLE) para 29 pacientes diagnosticados 

com LLA, de acordo com o resultado da PCR do liquido cefalorraquidiano (p = 0,048) 

 

 

5.3.4. DISCUSSÃO 

A avaliação do LCR ao diagnóstico da LLA ou da recidiva da doença é essencial 

para seleção de pacientes que terão maior risco de recidiva no SNC e, 

consequentemente, poderiam beneficiar-se de tratamentos mais intensivos direcionados 

a este sistema (PUI et al, 2006; INABA et al, 2013). A citologia do LCR pode ser 

prejudicada pela escassez de células nesse líquido e pela dificuldade de distinção entre 

os linfócitos com aspecto reativo e os blastos (CHAMBERLAIN et al, 2009; 

BOROWITZ et al, 1981; CRESPO-SOLIS et al, 2012; GALATI et al, 2013; GLASS et 

al, 1979). Outra questão relaciona-se com a presença de blastos identificados no LCR 

ao diagnóstico em amostras traumáticas (PLT positiva) ou com número de células 

inferior a 5/μL (SNC 2). Alguns autores observaram pior prognóstico para esses 

pacientes (BURGER et al, 2003; GAJJAR et al, 2000; MAHMOUD et al, 1993), 

 Nº de pacientes expostos 

PCR 

negativa 

24  18         12        4 

PCR 

positiva 

5   4          2        0 

41,7% (±22,2) 

65,1% (±19,5) 

 

PCR do LCR negativa  

PCR do LCR positiva  
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resultados não confirmados em outros estudos (GILCHRIST et al, 1994; Te LOO et al, 

2006). Os resultados de protocolos atuais sugerem que a intensificação do tratamento 

pode anular o efeito prognóstico desfavorável das amostras classificadas como SNC 2 e 

PLT positiva (JASTANIAH et al, 2015; SIRVENT et al, 2011; PUI et al, 2003).   

Esses aspectos reforçam a importância do diagnóstico correto da infiltração 

leucêmica no SNC. O presente estudo pretendeu avaliar outras técnicas para análise do 

LCR na LLA, além da CT convencional. Apesar de possibilitarem maior chance de 

identificação das células leucêmicas no LCR, as análises por IMF e PCR apresentam 

desafios metodológicos que podem interferir no sucesso dos exames e devem ser 

considerados para interpretação dos resultados (CRESPO-SOLIS et al, 2012; GALATI 

et al, 2013).  

No presente estudo, em 26% das amostras avaliadas pela PCR convencional não 

ocorreu amplificação do gene controle. Biojone e colaboradores observaram apenas 9% 

de amostras inadequadas (BIOJONE et al, 2012). De forma semelhante à presente 

casuística, Sayed e colaboradores relataram 33% de amostras nas quais a RQ-PCR não 

foi realizada devido à inadequação do DNA (SAYED et al, 2009). Uma possível 

justificativa para estes resultados poderia ser a presença de inibidores na reação. Outra 

hipótese seria uma quantidade de células ou de DNA insuficiente para o exame. A 

sensibilidade da técnica empregada tem grande impacto no resultado observado. 

Quando utilizada uma reação com maior sensibilidade, a RQ-PCR, 6 das 12 amostras 

que não amplificaram o gene controle na PCR convencional apresentaram resultado 

positivo para o controle.   

  É possível, ainda, que muitas das amostras avaliadas apresentassem poucas 

células no LCR em função da coleta tardia. Neste estudo, em 37% dos casos a punção 

lombar foi realizada com um atraso superior a 7 dias do diagnóstico, quando os 

pacientes já estavam recebendo tratamento para a LLA. Foi observado que 58,3% (7/12) 

das amostras nas quais o FLT3 não amplificou foram coletadas após 7 dias do 

diagnóstico, enquanto 70,6% (24/34) das que amplificaram foram coletadas na primeira 

semana do diagnóstico. Ressalta-se que não foi observada diferença entre os resultado 

da PCR do LCR quando analisados os grupos de pacientes com punção realizada no 

período ≤ 7 dias do diagnóstico ou acima de 7 dias (p=0,407).  

Outro fator que pode interferir no resultado da PCR é a presença de hemácias no 

LCR por uma punção lombar traumática. Na literatura não há consenso sobre a inclusão 

de amostras consideradas traumáticas (≥ 10 hemácias/µL de LCR) nas análises pela 
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PCR (BIOJONE et al, 2012; SCRIDELI et al, 2003; GALOIN et al, 1997; PINE et al, 

2005; SAYED et al, 2009). No presente estudo, não foi observada associação entre as 

amostras positivas pela PCR e a punção traumática (p=0,644).  

Assim como relatado na literatura, observou-se uma maior porcentagem de 

pacientes com células leucêmicas no LCR detectadas utilizando-se a IMF e a PCR, 

quando comparadas a detecção citológica (BIOJONE et al, 2012; SCRIDELI et al, 

2003; SCRIDELI et al, 2004; PINE et al, 2005; SAYED et al, 2009; HAAS et al, 2002; 

GALOIN et al, 1997; MARTINEZ-LAPERCHE et al, 2013; LIANG et al, 2013). Das 

46 amostras avaliadas, 13 (28,2%) foram positivas: 2 apenas pela CT; 4 apenas pela 

IMF; 4 apenas pela PCR e 3 pela IMF e PCR. Sayed e colaboradores (2009) realizaram 

estudo semelhante em crianças com LLA e observaram 26 (57,8%) amostras positivas: 

10 pela CT; 21 pela IMF e 12 pela RQ-PCR, sendo que apenas 4 amostras foram 

positivas pelos três métodos. Ressalta-se que no estudo de Sayed et al. (SAYED et al, 

2009), 12 pacientes apresentaram sintomas sugestivos de infiltração do SNC, o que 

pode ser um dos motivos do maior número de amostras positivas observadas pelos 

autores.  

Comparando-se as metodologias para detectar a presença de células leucêmicas 

no LCR, não foi observada concordância. Ambas as amostras positivas pela CT foram 

negativas pelos outros dois métodos (IMF e PCR), o que poderia sugerir um resultado 

falso-positivo da CT.  Dentre as amostras positivas apenas pela PCR, três apresentaram 

amplificação fraca. Destaca-se que nas três amostras que foram positivas pela IMF e 

PCR não houve dúvidas na interpretação da amplificação no gel da PCR. A comparação 

entre a PCR e a RQ-PCR mostrou tendência a concordância, porém o número reduzido 

de casos amplificados por RQ prejudica esta análise. 

Considerando-se apenas a PCR convencional, 20,6% (7/34) das amostras foram 

positivas. Na literatura a detecção de células leucêmicas no LCR pela PCR 

convencional mostrou-se superior à avaliação citológica com amostras positivas em até 

49,2% dos pacientes ao diagnóstico de LLA (BIOJONE et al, 2012). Em outro estudo 

brasileiro conduzido por Scrideli e colaboradores (2004), observou-se 45,9% de 

amostras de LCR positivas pela PCR, versus 5,4% positivas pela CT, em 37 pacientes 

avaliados ao diagnóstico de LLA (SCRIDELI et al, 2004).  

Pine e colaboradores (2005) observaram frequência semelhante (20%) ao 

presente estudo em 30 pacientes avaliados ao diagnóstico da LLA utilizando apenas a 

RQ-PCR, sendo que das amostras positivas, apenas uma foi classificada como SNC 3 
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pela citologia (PINE et al, 2005). A RQ-PCR é uma técnica mais sensível, entretanto 

envolve maior custo e tempo para confecção do primer específico, o que implica num 

período de realização do exame mais longo, que, no caso da avaliação do LCR, pode 

não ser adequado para determinação de mudanças em condutas terapêuticas em tempo 

hábil. Como exemplo, no protocolo GBTLI 2009, utilizado neste estudo, para os 

pacientes classificados como SNC 2 ou PLT positiva, a conduta preconizada é a 

realização de MADIT adicional no 8º dia de indução, quando, mesmo em centros 

especializados, é inviável obter o primer específico para realização da RQ-PCR.  

Em relação aos fatores de risco para recidiva na LLA, não foi observada 

correlação com a PCR do LCR positiva.  Conclusões sobre esses achados são limitadas 

pelo pequeno número de pacientes avaliados (pacientes incluídos ao diagnóstico inicial 

e com PCR do LCR realizada - n=29).  

Além das limitações referentes à metodologia de execução dos exames, outra 

limitação importante foi o elevado número de perdas das amostras destinadas à PCR. 

Isso se deveu, provavelmente, ao fato de a PCR do LCR não ser um exame incorporado 

à rotina da avaliação dos pacientes com LLA e, consequentemente, o volume coletado 

era priorizado para a avaliação citológica e imunofenotípica. Além disso, a pesquisa de 

rearranjos da Ig e TCR na MO não estava disponível para todos os pacientes incluídos 

no estudo, pois a técnica estava na fase de implantação no Serviço de Hematologia do 

HC/UFMG.  Também deve ser considerado o curto período de seguimento e o pequeno 

número de pacientes incluídos. Esses fatores implicam em maior cuidado na 

interpretação das análises de sobrevida.  

A pior probabilidade de SLE foi associada à PCR e à IMF do LCR positivas. Na 

literatura, poucos estudos avaliaram o impacto da PCR positiva no LCR no prognóstico 

dos pacientes com LLA. Biojone e colaboradores (2012) observaram pior SLE nos 

pacientes com PCR do LCR positiva, tratados pelo protocolo GBTLI LLA 93. Quando 

utilizado um protocolo mais intensivo de tratamento (GBTLI LLA 99), os autores não 

observaram impacto da PCR na sobrevida (BIOJONE et al, 2012).            

O presente estudo, assim como a literatura, sugerem que a PCR merece ser 

considerada na avaliação do LCR ao diagnóstico da LLA, em associação à análise 

citológica. No estudo apresentado, a PCR apresentou maior capacidade de detecção de 

células leucêmicas no LCR e, seu resultado, quando positivo, foi associado à uma pior 

SLE. O impacto da presença de blastos nas amostras com número menor que 5 

células/µL e a possibilidade destas metodologias adicionais, PCR e IMF, fazerem parte 
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da seleção de pacientes candidatos a um tratamento mais intensivo para o SNC ainda 

devem ser estudados em uma população maior e com maior tempo de seguimento.  
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6. CONCLUSÕES 

 

Os resultados apresentados, aliados à literatura sobre as técnicas de diagnóstico da 

presença de células leucêmicas no LCR, sugerem que a IMF e a PCR são úteis na 

avaliação do LCR na LLA.  

 

A realização da pesquisa de blastos no LCR através desses métodos pode aumentar o 

número de casos positivos, além de esclarecer os casos inconclusivos pela CT.  

 

Os resultados das análises de sobrevida, apesar de sugerirem pior prognóstico para os 

pacientes com IMF e PCR positivas no LCR ao diagnóstico, não permitem conclusões 

definitivas e merecem ser abordados em estudos com casuística mais numerosa.   
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Atualmente, a infiltração do SNC ao diagnóstico da LLA, na maioria dos 

protocolos de tratamento, não faz parte dos marcadores que classificam os pacientes 

como de pior prognóstico, mas é importante para determinar quais pacientes seriam 

candidatos a receber tratamento intensificado para o SNC (como doses adicionais de 

quimioterapia intratecal e radioterapia). 

O presente estudo abre possibilidades para investigações futuras nas quais a IMF 

e a PCR sejam incorporadas à avaliação do LCR ao diagnóstico da LLA e no 

seguimento dos pacientes durante o tratamento. A incorporação destes métodos em 

protocolos de pesquisa com maior número de pacientes será importante para: 

 Aperfeiçoamento das técnicas e, consequentemente, redução do número de 

amostras inadequadas para avaliação; 

 Melhor definição de critérios de positividade para cada exame; 

 Avaliação do impacto da presença de blastos, identificada por essas técnicas, na 

sobrevida dos pacientes e na incidência acumulada de recidiva em SNC. 

Para o Serviço de Hematologia do HC/UFMG, propõem-se as seguintes direções 

e linhas de pesquisa a serem seguidas:  

 Prosseguir com a realização da IMF do LCR ao diagnóstico da LLA e, 

posteriormente, realizar nova análise dos resultados com maior número de 

pacientes;  

 Manter, quando possível, a coleta e congelamento do LCR ao diagnóstico da LLA 

para realização da PCR, após implantação da avaliação da MO por esta técnica 

como rotina para todos os pacientes; 

 Desenvolver novos projetos de pesquisa: avaliação da IMF e PCR no LCR em 

outras fases do tratamento da LLA, como, por exemplo, ao final da consolidação da 

remissão, intensificação, consolidação tardia e manutenção; avaliação do LCR pela 

PCR e IMF nos pacientes positivos ou classificados como PLT positiva e SNC 2 

durante todas as coletas da fase de indução; avaliação do impacto destes resultados 

na sobrevida e incidência acumulada de recidiva no SNC.    
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APÊNDICES 

 

Apêndice A 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

INFORMAÇÕES DOS PESQUISADORES AOS REPRESENTANTES LEGAIS 

(Pacientes de 0 a 12 anos de idade) 

 

Título da pesquisa: Avaliação da presença de células leucêmicas no líquido 

cefalorraquidiano, pelas técnicas de imunofenotipagem e reação de cadeia em polimerase, em 

crianças e adolescentes com diagnóstico de leucemia linfóide aguda. 

 
Antes de você aceitar participar desta pesquisa é necessário que você compreenda as explicações a 

seguir. Esta declaração esclarece o objetivo, procedimentos, benefícios, riscos, desconfortos e cuidados durante o 

estudo. Também estabelece o seu direito de desistir de sua participação a qualquer momento. 

1.1.1 Os pacientes com diagnóstico de leucemia linfóide aguda (LLA) podem apresentar infiltração 

(invasão) do Sistema Nervoso Central pela doença. A presença de alterações causadas pela leucemia no Sistema 

Nervosos Central pode ocorrer no momento do diagnóstico ou quando há recaída da doença.  

1.1.2 O diagnóstico da infiltração do Sistema Nervoso Central pela leucemia é feito com a 

realização do exame chamado punção lombar. A punção é feita com agulha apropriada na região inferior da 

coluna vertebral (região lombar), no espaço que fica entre as vértebras (espaço intervertebral). Durante o exame 

é coletada pequena quantidade do líquido produzido no sistema nervoso central - o líquido cérebro espinhal 

(líquor) - para que sejam feitos exames que detectam a presença da doença. Durante esse exame, também, são 

injetados medicamentos que fazem parte da quimioterapia. A injeção desses medicamentos pela punção lombar é 

necessária para que eles atinjam o Sistema Nervoso Central, uma vez que a quimioterapia administrada pela veia 

ou por via oral (pela boca) não penetra adequadamente no Sistema Nervoso. Quando esse exame e a injeção de 

quimioterápicos não são realizados durante o tratamento da leucemia há um aumento do risco de recaída da 

doença no Sistema Nervoso Central. Esse exame faz parte da rotina de tratamento dos pacientes com LLA e é 

realizado com o uso prévio de anestesia (anestesia local ou sedação em bloco cirúrgico). 

 

Esta pesquisa tem como objetivo avaliar a presença de infiltração do Sistema Nervoso Central nas 

crianças e adolescentes com LLA, através de dois novos exames, que parecem auxiliar no diagnóstico da 

infiltração do Sistema Nervoso Central pela leucemia.  Esses novos exames são chamados imunofenotipagem e a 

reação de cadeia em polimerase. Para sua realização será necessária a utilização de um pouco do líquido coletado 

durante a punção lombar. Pretendemos verificar se a realização desses exames auxiliará no diagnóstico mais 

precoce da infiltração do Sistema Nervoso Central.  

 

Caso concorde com a participação de seu filho (a), ou do paciente pelo qual você é responsável, você 

estará autorizando que parte do líquido coletado durante a punção lombar seja utilizado para a realização da 

imunofenotipagem e da reação de cadeia em polimerase.  

 

É importante que você saiba que somente serão realizadas as punções já estabelecidas no esquema de 

tratamento utilizado por seu filho. Não serão feitas punções apenas para realização da pesquisa e dos exames de 

imunofenotipagem e reação de cadeia em polimerase. A quantidade de líquido que será coletada, 4 ml, não 

oferece riscos adicionais ao paciente. Os exames que são realizados dentro da rotina do tratamento (citometria e 

citologia do líquor) não deixarão de ser feitos para que sejam realizados os exames da pesquisa. Você também 

estará dando seu consentimento para que os prontuários médicos do paciente sejam consultados pelos 
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pesquisadores para obtenção de dados clínicos (diagnóstico, tipo de tratamento, resposta ao tratamento) e 

laboratoriais.  

 

O tratamento do paciente não será alterado em função da pesquisa. O paciente continuará a ser atendido 

no Serviço, sem prejuízo ao seu cuidado, mesmo que não concorde com a sua inclusão no estudo ou, ainda, que 

desista de participar em qualquer momento. Você não receberá remuneração por participar do estudo.  

1.1.3 A sua participação é muito importante. Esperamos que os resultados desta pesquisa possam 

ajudar a melhorar o tratamento e as chances de cura dos pacientes com LLA. Os dados coletados neste trabalho 

serão confidenciais. Apenas os responsáveis pela pesquisa e o médico responsável pelo paciente terão acesso aos 

resultados dos exames. 

 

Nós responderemos a qualquer questão relativa ao estudo, agora ou em qualquer momento que for 

necessário. Os telefones de contato do Serviço de Hematologia são os seguintes: 3409-9397 e 3409-9207. Os 

nomes dos pesquisadores responsáveis são: Drª Camila Silva Peres Cancela (tel:8877-3430) e Profª Benigna 

Maria de Oliveira. Você também poderá consultar o Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG (Avenida Antônio 

Carlos, 6627, Unidade Administrativa II, 2o andar, sala 2005. Telefone 3409-4592). 

 

 

 

CONSENTIMENTO PÓS-INFORMADO 

Eu, ____________________________________abaixo assinado, declaro que após ter sido convenientemente 

esclarecido sobre a pesquisa “Avaliação da presença de células leucêmicas no líquido cefalorraquidiano, pelas 

técnicas de imunofenotipagem e reação de cadeia em polimerase, em crianças e adolescentes com diagnóstico de 

leucemia linfóide aguda.”, consinto em participar na qualidade de responsável pelo paciente, até que eu decida 

em contrário. 

Belo Horizonte, ____de________________de 201__ 

 

 

Assinatura do responsável: _________________________________   

 

Assinatura do paciente (crianças de 7 a 12 anos): _______________  

 

Assinatura do pesquisador:_________________________________ 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

INFORMAÇÕES DOS PESQUISADORES AOS REPRESENTANTES LEGAIS 

(Pacientes de 13 a 17 anos de idade) 

 

Título da pesquisa: Avaliação da presença de células leucêmicas no líquido 

cefalorraquidiano, pelas técnicas de imunofenotipagem e reação de cadeia em polimerase, em 

crianças e adolescentes com diagnóstico de leucemia linfóide aguda. 

 

Antes de você aceitar participar desta pesquisa é necessário que você compreenda as explicações a seguir. Esta 

declaração esclarece o objetivo, procedimentos, benefícios, riscos, desconfortos e cuidados durante o estudo. 

Também estabelece o seu direito de desistir de sua participação a qualquer momento. 

1.1.4 Os pacientes com diagnóstico de leucemia linfóide aguda (LLA) podem apresentar infiltração 

(invasão) do Sistema Nervoso Central pela doença. A presença de alterações causadas pela leucemia no Sistema 

Nervosos Central pode ocorrer no momento do diagnóstico ou quando há recaída da doença.  

1.1.5 O diagnóstico da infiltração do Sistema Nervoso Central pela leucemia é feito com a realização do 

exame chamado punção lombar. A punção é feita com agulha apropriada na região inferior da coluna vertebral 

(região lombar), no espaço que fica entre as vértebras (espaço intervertebral). Durante o exame é coletada 

pequena quantidade do líquido produzido no sistema nervoso central -  o líquido cérebro espinhal (líquor) - para 

que sejam feitos exames que detectam a presença da doença. Durante esse exame, também, são injetados 

medicamentos que fazem parte da quimioterapia. A injeção desses medicamentos pela punção lombar é 

necessária para que eles atinjam o Sistema Nervoso Central, uma vez que a quimioterapia administrada pela veia 

ou por via oral (pela boca) não penetra adequadamente no Sistema Nervoso. Quando esse exame e a injeção de 

quimioterápicos não são realizados durante o tratamento da leucemia há um aumento do risco de recaída da 

doença no Sistema Nervoso Central. Esse exame faz parte da rotina de tratamento dos pacientes com LLA e é 

realizado com o uso prévio de anestesia (anestesia local ou sedação em bloco cirúrgico). 

 

Esta pesquisa tem como objetivo avaliar a presença de infiltração do Sistema Nervoso Central nas crianças e 

adolescentes com LLA, através de dois novos exames, que parecem auxiliar no diagnóstico da infiltração do 

Sistema Nervoso Central pela leucemia.  Esses novos exames são chamados imunofenotipagem e a reação de 

cadeia em polimerase. Para sua realização será necessária a utilização de um pouco do líquido coletado durante a 

punção lombar. Pretendemos verificar se a realização desses exames auxiliará no diagnóstico mais precoce da 

infiltração do Sistema Nervoso Central.  

 

Caso concorde com a participação de seu filho (a), ou do paciente pelo qual você é responsável, você estará 

autorizando que parte do líquido coletado durante a punção lombar seja utilizado para a realização da 

imunofenotipagem e da reação de cadeia em polimerase.  

 

É importante que você saiba que somente serão realizadas as punções já estabelecidas no esquema de tratamento 

utilizado por seu filho. Não serão feitas punções apenas para realização da pesquisa e dos exames de 

imunofenotipagem e reação de cadeia em polimerase. A quantidade de líquido que será coletada, 4 ml, não 

oferece riscos adicionais ao paciente. Os exames que são realizados dentro da rotina do tratamento (citometria e 

citologia do líquor) não deixarão de ser feitos para que sejam realizados os exames da pesquisa. Você também 

estará dando seu consentimento para que os prontuários médicos do paciente sejam consultados pelos 

pesquisadores para obtenção de dados clínicos (diagnóstico, tipo de tratamento, resposta ao tratamento) e 

laboratoriais.  

 

O tratamento do paciente não será alterado em função da pesquisa. O paciente continuará a ser atendido no 

Serviço, sem prejuízo ao seu cuidado, mesmo que não concorde com a sua inclusão no estudo ou, ainda, que 

desista de participar em qualquer momento. Você não receberá remuneração por participar do estudo.  



104 

 

1.1.6 A sua participação é muito importante. Esperamos que os resultados desta pesquisa possam ajudar a 

melhorar o tratamento e as chances de cura dos pacientes com LLA. Os dados coletados neste trabalho serão 

confidenciais. Apenas os responsáveis pela pesquisa e o médico responsável pelo paciente terão acesso aos 

resultados dos exames. 

 

Nós responderemos a qualquer questão relativa ao estudo, agora ou em qualquer momento que for necessário. Os 

telefones de contato do Serviço de Hematologia são os seguintes: 3409-9397 e 3409-9207. Os nomes dos 

pesquisadores responsáveis são: Drª Camila Silva Peres Cancela (tel:8877-3430) e Profª Benigna Maria de 

Oliveira. Você também poderá consultar o Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG (Avenida Antônio Carlos, 

6627, Unidade Administrativa II, 2o andar, sala 2005. Telefone 3409-4592). 

 

 

 

CONSENTIMENTO PÓS-INFORMADO 

Eu, ____________________________________abaixo assinado, declaro que após ter sido convenientemente 

esclarecido sobre a pesquisa “Avaliação da presença de células leucêmicas no líquido cefalorraquidiano, pelas 

técnicas de imunofenotipagem e reação de cadeia em polimerase, em crianças e adolescentes com diagnóstico de 

leucemia linfóide aguda.”, consinto em participar na qualidade de responsável pelo paciente, até que eu decida 

em contrário. 

Belo Horizonte, ____de________________de 201__ 

 

 

Assinatura do responsável: _________________________________   

 

Assinatura do pesquisador:_________________________________ 
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     TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

INFORMAÇÕES DOS PESQUISADORES AO PACIENTE 

(Pacientes de 13 a 17 anos de idade) 

 

Título da pesquisa: Avaliação da presença de células leucêmicas no líquido 

cefalorraquidiano, pelas técnicas de imunofenotipagem e reação de cadeia em polimerase, em 

crianças e adolescentes com diagnóstico de leucemia linfóide aguda. 

 
Antes de você aceitar participar desta pesquisa é necessário que você compreenda as explicações a seguir. 

Esta declaração esclarece o objetivo, procedimentos, benefícios, riscos, desconfortos e cuidados durante o 

estudo. Também estabelece o seu direito de desistir de sua participação a qualquer momento. 

1.1.7 Os pacientes com diagnóstico de leucemia linfóide aguda (LLA) podem apresentar infiltração 

do Sistema Nervoso Central pela doença. A presença de alterações causadas pela leucemia no Sistema Nervosos 

Central pode ocorrer no momento do diagnóstico ou quando há recaída da doença. 

Durante o seu tratamento você vai fazer um exame chamado punção lombar. Durante esse exame será 

colhido um líquido que vem do seu Sistema Nervoso Central. Esse exame é feito para verificar se existem sinais 

da sua doença neste líquido. Durante o exame você receberá medicamentos que chegarão diretamente no Sistema 

Nervoso Central, o que é muito importante para a cura da sua doença. Esse exame faz parte do seu tratamento e 

será indicado e acompanhado pelo seu médico. 

Caso você e seus pais, ou responsáveis, concordem com a participação na pesquisa, parte do líquido coletado 

será utilizado para a realização de dois novos exames (imunofenotipagem e reação de cadeia em polimerase) que 

parecem ajudar no diagnóstico da doença no Sistema Nervoso Central. Você fará apenas as punções lombares 

que já estavam previstas no seu tratamento, ou seja, se você participar da pesquisa será feito o mesmo número de 

punções que você faria durante o seu tratamento. O seu prontuário médico (ficha médica) será consultado pelos 

pesquisadores para que eles obtenham informações sobre os seus exames e o seu tratamento. O seu tratamento 

não será modificado. 

Você continuará a ser atendido no Serviço, sem prejuízo ao seu cuidado, mesmo que não concorde com a sua 

participação no estudo ou, ainda, que desista de participar em qualquer momento. A sua participação é muito 

importante. Apenas os responsáveis pela pesquisa poderão consultar ou ver os seus dados. 

Nós responderemos a qualquer dúvida que você tiver sobre a pesquisa. Os telefones de contato do Serviço 

de Hematologia são os seguintes: 3409-9397 e 3409-9207. Os nomes dos pesquisadores responsáveis são: Drª 

Camila Silva Peres Cancela (tel: 8877-3430) e Profª Benigna Maria de Oliveira. Você também poderá consultar 

o Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG (Avenida Antônio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II, 2o andar, 

sala 2005. Telefone 3409-4592). 

 

CONSENTIMENTO PÓS-INFORMADO 

 

Eu, ____________________________________abaixo assinado, declaro que entendi as informações 

sobre a pesquisa “Avaliação da presença de células leucêmicas no líquido cefalorraquidiano, pelas técnicas de 

imunofenotipagem e reação de cadeia em polimerase, em crianças e adolescentes com diagnóstico de leucemia 

linfóide aguda.”, consinto em participar na qualidade de paciente, até que eu decida em contrário. 

 

Belo Horizonte, ____de________________de 201__ 

 

Assinatura do paciente (idade ≥ 13 anos até < 18anos): _____________________ 

 

Assinatura do pesquisador:_________________________________ 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

INFORMAÇÕES DOS PESQUISADORES AO PACIENTE 

(Pacientes de 18 a 21 anos de idade) 

 

Título da pesquisa: Avaliação da presença de células leucêmicas no líquido 

cefalorraquidiano, pelas técnicas de imunofenotipagem e reação de cadeia em polimerase, em 

crianças e adolescentes com diagnóstico de leucemia linfóide aguda. 

 
Antes de você aceitar participar desta pesquisa é necessário que você compreenda as explicações a seguir. 

Esta declaração esclarece o objetivo, procedimentos, benefícios, riscos, desconfortos e cuidados durante o 

estudo. Também estabelece o seu direito de desistir de sua participação a qualquer momento. 

1.1.8 Os pacientes com diagnóstico de leucemia linfóide aguda (LLA) podem apresentar infiltração 

do Sistema Nervoso Central pela doença. A presença de alterações causadas pela leucemia no Sistema Nervosos 

Central pode ocorrer no momento do diagnóstico ou quando há recaída da doença.  

Durante o seu tratamento você vai fazer um exame chamado punção lombar. Durante esse exame será 

colhido um líquido que vem do seu Sistema Nervoso Central. Esse exame é feito para verificar se existem sinais 

da sua doença neste líquido. Durante o exame você receberá medicamentos que chegarão diretamente no Sistema 

Nervoso Central, o que é muito importante para a cura da sua doença. Esse exame faz parte do seu tratamento e 

será indicado e acompanhado pelo seu médico. 

          Caso você concorde com a participação na pesquisa, parte do líquido coletado será utilizado para a 

realização de dois novos exames (imunofenotipagem e reação de cadeia em polimerase) que parecem ajudar no 

diagnóstico da doença no Sistema Nervoso Central. Você fará apenas as punções lombares que já estavam 

previstas no seu tratamento, ou seja, se você participar da pesquisa será feito o mesmo número de punções que 

você faria durante o seu tratamento. O seu prontuário médico (ficha médica) será consultado pelos pesquisadores 

para que eles obtenham informações sobre os seus exames e o seu tratamento. O seu tratamento não será 

modificado. 

                         Você continuará a ser atendido no Serviço, sem prejuízo ao seu cuidado, mesmo que não concorde com a 

sua participação no estudo ou, ainda, que desista de participar em qualquer momento. A sua participação é muito 

importante. Apenas os responsáveis pela pesquisa terão acesso aos seus dados. 

  Nós responderemos a qualquer dúvida que você tiver sobre a pesquisa. Os telefones de contato do 

Serviço de Hematologia são os seguintes: 3409-9397 e 3409-9207. Os nomes dos pesquisadores responsáveis 

são: Drª Camila Silva Peres Cancela (tel: 8877-3430) e Profª Benigna Maria de Oliveira. Você também poderá 

consultar o Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG (Avenida Antônio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II, 

2o andar, sala 2005. Telefone 3409-4592). 

 

CONSENTIMENTO PÓS-INFORMADO 

 

Eu, ____________________________________abaixo assinado, declaro que entendi as informações 

sobre a pesquisa “Avaliação da presença de células leucêmicas no líquido cefalorraquidiano, pelas técnicas de 

imunofenotipagem e reação de cadeia em polimerase, em crianças e adolescentes com diagnóstico de leucemia 

linfóide aguda.”, consinto em participar na qualidade de paciente, até que eu decida em contrário. 

 

Belo Horizonte, ____de________________de 201__ 

 

Assinatura do paciente (idade ≥ 18 anos): _____________________ 

        Assinatura do pesquisador:_________________________________ 
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ANEXOS 
 

 

Anexo 1 

 
 

GBTLI – LLA 2009 
 

Grupos de risco do estudo GBTLI LLA-2009 

 

LLA B derivada 
 

GRUPO DE BAIXO RISCO (BR) – Serão incluídos os pacientes com idade acima de 1 ano e abaixo de 

9 anos, leucometria inicial inferior a 50000/mm3,  B-derivação, ausência dos achados  citogenéticos de 

risco  t(9;22) ou fusão BCR/ABL e t(4;11) ou fusão MLL/AF4, sem acomentimento leucêmico em SNC, 

e que obrigatoriamente  apresentam menos de 1000 blastos/mm3 em análise do sangue periférico no dia 8, 

após a prefase com corticóide (e uma injeção IT MTX), MO M1/2 no dia 15 do tratamento com CF-DRM 

<10%,  e, adicionalmente, ausência de blastos na MO no dia 35 da indução e PCR-DRM <10-3, medida 

com pelo menos 2 marcadores. Todos os critérios deverão ser preenchidos para a adequada classificação 

no grupo de Baixo Risco. A determinação da DRM será realizada por Citometria de fluxo no dia 15  e 

pelo PCR em tempo real no D35.  

Dentre os pacientes do Grupo de Baixo Risco, haverá a subdivisão pra 2 Subgrupos adicionais (abaixo 

especificados), com base nos achados citomorfológicos e da CF-DRM do dia 15 (prevalecendo este 

último). O objetivo desta subdivisão no Grupo de Baixo Risco, consiste na redução da quimioterapia para 

os pacientes com excelente resposta nas primeiras semanas do tratamento (Subgrupo RBV). 

 Baixo Risco Verdadeiro (BRV): < 1000 blastos/mm3 no sangue periférico do dia 8, MO M1 

com CF-DRM negativa (<0,01%) no D15 e MO M1  com PCR-DRM negativo (<10-3) no D35.  

 Nos casos em que não houver resultado disponível da CF-DRM (D15) ou do PCR-DRM (D35), 

será considerado o critério citomorfológico da Medula Óssea. O estado leucêmico M1 será 

obrigatório nos dias 15 e 35. Nos casos de discordância de resultados entre DRM e morfologia, 

prevalecerá a DRM para as decisões terapêuticas. Os casos duvidosos deverão ser discutidos com a 

Coordenação do Protocolo. 

 

 Baixo Risco Intermediário (BRI): <1000 blastos/mm3 no sangue periférico do dia 8, MO M1/2 

com CF-DRM positiva em níveis intermediários (≥0,01% <10%) no D15 e, adicionalmente, MO 

M1  com PCR-DRM negativo (<10-3) no D35 ).  

Nos casos em que não houver resultado disponível da CF-DRM (D15) ou do PCR-DRM (D35), será 

considerado o critério citomorfológico da Medula Óssea. Estado leucêmico M1/2 no D15 e 

obrigatoriamente M1 no D35. Nos casos de discordância de resultados entre DRM e morfologia, 

prevalecerá a DRM para as decisões terapêuticas. Os casos duvidosos deverão ser discutidos com a 

Coordenação do Protocolo. 

No caso destes pré-requisitos não serem todos preenchidos, o plano de tratamento para o grupo de ALTO 

RISCO somente deverá ser usado de acordo com os critérios clínicos e citológicos ao diagnóstico, além 

da resposta da contagem dos blastos no sangue periférico no dia 8, estado leucêmico da MO avaliada no 

D15 e D35 do tratamento. Em algumas situações especiais na avaliação da DRM (somente um marcador; 

somente um ponto crítico de tempo avaliável), o grupo de risco ainda poderá ser determinado pelo 

Laboratório de Referência, a partir da análise dos resultados da DRM. O Coordenador do estudo revisará 

cada caso individual 
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GRUPO DE ALTO RISCO (AR) - Serão incluídos os pacientes com idade  ≥ 9 anos e abaixo de 18 

anos e/ou com leucometria inicial ≥ 50000/mm3, e/ou acometimento leucêmico em SNC (CNS-3) ao 

diagnóstico, e/ou hipodiploidia (< 46 cromosomas) ou com a presença de achados citogenéticos 

desfavoráveis t (4;11) e/ou fusão do gene MLL/AF4; os portadores das translocações t(9;22) ou a fusão 

do gene BCR/ABL (seguirão protocolo específico)] e/ou que apresentarem ≥ 1000 blastos/mm3 no 

esfregaço do sangue periférico no dia 8 após a prefase com corticóide (e uma injeção IT MTX) e/ou que 

apresentarem MO M3 no D15 do tratamento com CF-DRM ≥ 10%  e/ou que não obtenham a remissão 

medular (MO M2/3) no dia 35 da terapia com PCR-DRM em tempo real positiva  no final das 5 primeiras 

semanas da terapia (< 10-3). Niveis inferiores a 10-3 traduzem alta quantidade da doença residual. Um 

único critério destes será suficiente para a classificação no Grupo de Alto Risco.   

Nos casos em que não houver resultado disponível da CF-DRM (D15) ou PCR-DRM (D35), MO M3 no 

D15 e/ou M2/3 no D35, indicará o paciente de Alto Risco -Respondedor Lento (Subgrupo RL). Se 

houver discordância dos resultados entre DRM e morfologia, prevalecerá a DRM. Casos duvidosos 

deverão ser discutidos com a Coordenação do Protocolo 

De acordo com a resposta no D8, D15 e D35 os pacientes do Grupo de Alto Risco serão sudivididos em 

dois subgrupos: 

 Respondedor Rápido (Subgrupo RR): < 1000 blastos/mm3 no sangue periférico do dia 8, MO 

M1/2 com CF-DRM <10 % no D15 e MO M1  com PCR-DRM negativo (<10-3) no D35.  

Nos casos em que não houver resultado disponível da CF-DRM (D15) ou do PCR-DRM (D35), será 

considerado o critério citomorfológico da Medula Óssea. O estado leucêmico M1/2 será obrigatório no      

D 15 e o estado M1 no D35. Nos casos de discordância de resultados entre DRM e morfologia, 

prevalecerá a DRM para as decisões terapêuticas. Os casos duvidosos deverão ser discutidos com a 

Coordenação do Protocolo. 

 

 Respondedor Lento (Subgrupo RL): ≥ 1000 blastos/mm3 no sangue periférico do dia 8, MO 

M3 com CF-DRM positiva (≥10%) no D15 e, adicionalmente, MO M2/3  com PCR-DRM 

positivo    (<10-3) no D35.  

Nos casos em que não houver resultado disponível da CF-DRM (D15) ou do PCR-DRM (D35), será 

considerado o critério citomorfológico da Medula Óssea. Estado leucêmico M3 no D15 e M2/3 no D35 

definem os pacientes do Subgrupo RL. Nos casos de discordância de resultados entre DRM e morfologia, 

prevalecerá a DRM para as decisões terapêuticas. Os casos duvidosos deverão ser discutidos com a 

Coordenação do Protocolo. 

 

LLA T derivada 

 

  Respondedor Rápido (Subgrupo RR): são aqueles que apresentarem  < 1000 blastos/mm3 no 

sangue periférico no dia 8 e estado leucêmico M1/2 com     CF-DRM <10% no dia 15 do tratamento e, 

adicionalmente, medula M1 com PCR-DRM negativo (<10-2) no final da indução (D35) 

Nos casos em que não houver resultado disponível da CF-DRM (D15) ou PCR-DRM (D35), é necessário 

que a medula seja considerada M1/2  no D15 e M1 no D35. Se houver discordância dos resultados entre 

DRM e morfologia, prevalecerá a DRM. Casos duvidosos deverão ser discutidos com  a Coordenação do 

Protocolo. 

 

   Respondedor Lento (Subgrupo RL): são aqueles que apresentarem ≥1000 blastos/mm3 no 

sangue periférico do dia 8 e/ou estado leucêmico M3 com CF-DRM ≥ 10% no dia 15 do tratamento 

e/ou, medula M2/3 com PCR-DRM positivo (≥ 10-2)  no final da indução. Em qualquer circunstância 

PCR-DRM ≥ 10-2 no D35 indicará respondedor lento.  
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Nos casos em que não houver resultado disponível da CF-DRM (D15) ou PCR-DRM (D35), MO M3 no 

D15 e/ou M2/3 no D35, indicará o paciente Respondedor Lento (Subgrupo RL). Se houver discordância 

dos resultados entre DRM e morfologia, prevalecerá a DRM. Casos duvidosos deverão ser discutidos com 

a Coordenação do Protocolo. 

 

LLA DO LACTENTE 

Quanto ao grupo dos lactentes (< 12 meses): serão divididos de acordo com a presença ou não do 

rearranjo MLL, seguindo protocolos específicos. De acordo com a resposta no D8, D15 e D35 os 

pacientes do Grupo Ph+ de Lactentes serão sudivididos em dois subgrupos: 

 Respondedor Rápido (Subgrupo RR): são aqueles que apresentarem < 1000 blastos/mm3 no 

sangue periférico no dia 8 e estado leucêmico M1/2 com CF-DRM <10% no dia 15 do tratamento e, 

adicionalmente, medula M1 com PCR-DRM negativo (<10-3) no final da indução (D35).  

Nos casos em que não houver resultado disponível da CF-DRM (D15) ou PCR-DRM (D35), é necessário 

que a medula seja considerada M1/2 no D15 e M1 no D35. Se houver discordância dos resultados entre 

DRM e morfologia, prevalecerá a DRM. Casos duvidosos deverão ser discutidos com a Coordenação do 

Protocolo. 

 Respondedor Lento (Subgrupo RL): são aqueles que apresentarem ≥ 1000 blastos/mm3 no 

sangue periférico do dia 8 e/ou estado leucêmico M3 com CF-DRM ≥ 10% no dia 15 do tratamento 

e/ou medula M2/3 com PCR-DRM positivo (≥ 10-3)  no final da indução. 

 Nos casos em que não houver resultado disponível da CF-DRM (D15) ou PCR-DRM (D35), MO M3 no 

D15 e/ou M2/3 no D35, indicará o paciente Respondedor Lento (Subgrpo RL). Se houver discordância dos 

resultados entre DRM e morfologia, prevalecerá a DRM. Casos duvidosos deverão ser discutidos com a 

Coordenação do Protocolo. 

 

LLA Ph+ 

De acordo com a resposta terapêutica nas primeiras semanas, serão subdivididos em dois grupos: 

 

 Respondedor Rápido (Subgrupo RR): < 1000 blastos/mm3 no sangue periférico do dia 8, MO 

M1/2 com CF-DRM <10 % no D15 e MO M1  com PCR-DRM negativo (<10-3) no D35.  

Nos casos em que não houver resultado disponível da CF-DRM (D15) ou do PCR-DRM (D35), 

será considerado o critério citomorfológico da Medula Óssea. O estado leucêmico M1/2 será 

obrigatório no      D15 e o estado M1 no D35. Nos casos de discordância de resultados entre DRM e 

morfologia, prevalecerá a DRM para as decisões terapêuticas. Os casos duvidosos deverão ser 

discutidos com a Coordenação do Protocolo. 

 

 Respondedor Lento (Subgrupo RL): ≥ 1000 blastos/mm3 no sangue periférico do dia 8, MO 

M3 com CF-DRM positiva (≥10%) no D15 e, adicionalmente, MO M2/3  com PCR-DRM 

positivo    (<10-3) no D35.  

Nos casos em que não houver resultado disponível da CF-DRM (D15) ou do PCR-DRM (D35), será 

considerado o critério citomorfológico da Medula Óssea. Estado leucêmico M3 no D15 e M2/3 no D35 

definem os pacientes do Subgrupo RL. Nos casos de discordância de resultados entre DRM e morfologia, 

prevalecerá a DRM para as decisões terapêuticas. Os casos duvidosos deverão ser discutidos com a 

Coordenação do Protocolo. 
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Para os pacientes do GBTLI LLA-2009 determinaremos a DRM pela citometria de fluxo com 

multiparâmetro e por RT-PCR, nos Laboratórios de Referência. Amostras de MO serão coletadas em      5 

pontos : 1) ao diagnóstico; 2) no dia 15 da terapia de indução, 3) no final da  indução (dia 35).          

Adicionalmente 2 coletas serão realizadas na semana 12 e no final do terapia. Para os pacientes Ph+ serão 

coletadas também, MO antes da Intensificação e antes da terapia de Manutenção. Para aqueles pacientes 

candidatos ao TMO, níveis da DRM serão avaliados além dos 3 primeiros momentos anteriormente 

descritos, no momento pré-transplante e, posteriormente, nas semanas 24 e 48 pós TMO. Serão 

considerados pré-requisitos para esta avaliação, os seguintes pontos: 

1. Pelo menos dois marcadores clonais específicos com uma sensibilidade de 10-3 deverão ser 

inicialmente identificados na Medula Óssea (aceitável sangue periférico somente quando a 

proporção de blastos for superior a 80%); pelo menos 10 milhões de células mononucleares 

deverão ser obtidas ao diagnóstico. 

2. Suficiente material para a realização do exame (pelo menos 10 milhões de células, se somente 

MO) deverá estar disponível em ambos os pontos críticos de análise (Ponto 1 = dia 15 e Ponto 2 

= dia 35). Um Ponto 3 de avaliação da DRM será feito na semana 12, não servindo entretanto 

como critério de risco ao diagnóstico, nem para ajustes na quimioterapia. Já está provado que a 

DRM no final da indução (dia 35) se correlaciona com o prognóstico, mas não exatamente 

reproduz os achados citomorfológicos da medula do dia 15 272.  

 

Caracterização de acomentimento de sistema nervoso central 

 - SNC-3:  ≥ 5 células/mm3 com blastos ou, 

- infiltrados intracerebrais detectados por técnica de imagem ou  

-  acometimento de pares craneanos ou 

- presença de massa na medula espinhal, identificada por técnica de imagem 

 

Não será considerada infiltração no SNC: 

SNC-2: <5 células/mm3 com blastos: fazer MADIT no D8 

TLP+: punção traumática com blastos: MADIT no D8 

TLP-: punção traumática sem blastos 

 

 
Irradiação craniana:  

- 12 Gy para os pacientes com LT ≥100.000 /mm3 ao diagnóstico e/ou do Subgrupo RL. 

-  18 Gy para aqueles com SNC-3 ao diagnóstico.  
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LLA B derivada 
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LLA B derivada - Grupo de Baixo Risco (BR) 
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LLA B derivada Grupo De Alto Risco (AR) 
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LLA T derivada 
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LLA Ph+ 
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LLA do lactente  
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Anexo 2 

 

Aprovação do projeto: Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensão do HC-

UFMG e Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG 
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Anexo 3 
Primers selecionados para triagem inicial dos rearranjos clonais e para a análise do LCR 

por PCR convencional nas LLAs-B e T  

 

Primer Forward         (Sequencia    5’ 3’) Primer Reverso            (Sequencia    5’ 3’) 
LLA* 

B T 

gene IgH      

VH1-FR2 

CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGAC

AA 

  JHcon        CTTACCTGAGGAGACGGTGACC x  

VH2-FR2 

TGGATCCGTCAGCCCCCAGGGAA

GG 

JHcon CTTACCTGAGGAGACGGTGACC x  

VH3-FR2 GGTCCGCCAGGCTCCAGGGAA JHcon CTTACCTGAGGAGACGGTGACC x  

VH4-FR2 

TGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAA

GG 

JHcon CTTACCTGAGGAGACGGTGACC x  

VH5-FR2 

GGGTGCGCCAGATGCCCGGGAAA

GG 

JHcon CTTACCTGAGGAGACGGTGACC x  

VH6-FR2 

TGGATCAGGCAGTCCCCATCGAG

AG 

JHcon CTTACCTGAGGAGACGGTGACC x  

VH7-FR2 

TTGGGTGCGACAGGCCCCTGGAC

AA 

JHcon CTTACCTGAGGAGACGGTGACC x  

DH1 GGCGGAATGTGTGCAGGC JHcon CTTACCTGAGGAGACGGTGACC  x 

DH2 GCACTGGGCTCAGAGTCCTCT JHcon CTTACCTGAGGAGACGGTGACC x x 

DH3 GTGGCCCTGGGAATATAAAA JHcon CTTACCTGAGGAGACGGTGACC x x 

DH4 AGATCCCCAGGACGCAGCA JHcon CTTACCTGAGGAGACGGTGACC  x 

DH5 CAGGGGGACACTGTGCATGT JHcon CTTACCTGAGGAGACGGTGACC  x 

DH6 TGACCCCAGCAAGGGAAGG JHcon CTTACCTGAGGAGACGGTGACC  x 

DH7 CACAGGCCCCCTACCAGC JHcon CTTACCTGAGGAGACGGTGACC x x 

      

gene IgK      

Vk1/6 TCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATC

TG 

   Kde CCTCAGAGGTCAGAGCAGGTTGTCC

TA 

x  

Vk2 GGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTA

GTC 

Kde CCTCAGAGGTCAGAGCAGGTTGTCC

TA 

x  

Vk3 CCCAGGCTCCTCATCTATGATGC

ATCC 

Kde CCTCAGAGGTCAGAGCAGGTTGTCC

TA 

x  

INTR 

CGTGGCACCGCGAGCTGTAGAC 

Kde CCTCAGAGGTCAGAGCAGGTTGTCC

TA 

x  

      

gene TCRG      

VgIf GGAAGGCCCCACAGCRTCTT 

Jg1.3/2.

3 

+ 

Jg1.1/2.

1 

GTGTTGTTCCACTGCCAAAGAG 

+ 

TTACCAGGCGAAGTTACTATGAGC 

x x 

Vg9 CGGCACTGTCAGAAAGGAATC “ “ x x 

Vg10 AGCATGGGTAAGACAAGCAA “ “  x 

Vg11 CTTCCACTTCCACTTTGAAA “ “ x x 

      

gene TCRD      

Vd1 ATGCAAAAAGTGGTCGCTATT Jd1 GTTCCACAGTCACACGGGTTC  x 

Vd2 ATACCGAGAAAAGGACATCTATG Jd1 GTTCCACAGTCACACGGGTTC  x 

Vd3 GTACCGGATAAGGCCAGATTA Jd1 GTTCCACAGTCACACGGGTTC  x 

Dd2 AGCGGGTGGTGATGGCAAAGT Jd1 GTTCCACAGTCACACGGGTTC  x 

Vd2 ATACCGAGAAAAGGACATCTATG Dd3 TGGGACCCAGGGTGAGGATAT x x 

Dd2 AGCGGGTGGTGATGGCAAAGT Dd3 TGGGACCCAGGGTGAGGATAT x x 

      

SIL-TAL      

Sil AAGGGGAGCTAGTGGGAGAAA Tal1 AGAGCCTGTCGCCAAGAA  x 

Sil AAGGGGAGCTAGTGGGAGAAA 

Tal2 

TTGTAAAATGGGGAGATAATGTCGA

C 

 x 

 
Referencias: van Dongen et al., 2003 e Pongers-Willemse et al., 1999.  

* ‘x’ indica quais as reações de PCR a serem testadas de acordo com linhagem fenotípica da LLA, sendo B, para as  

LLA B-derivadas, e T, para as LLA-T 
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Anexo 4 

Primers e sondas utilizados para análise da DRM por RQ-PCR 

Rearranjos IgH (VH-JH ou DH-JH) 

Primer forward VH ou DH paciente-específico + Probe e primer reverso no segmento JH 1 

 Probe TaqMan Primer Reverso 

JH1 CCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGTG CGCTATCCCCAGACAGCAGA 

JH2 CCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGTG GGTGCCTGGACAGAGAAGACT 

JH3 CAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCA AGGCAGAAGGAAAGCCATCTTAC 

JH4 CCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGTG CAGAGTTAAAGCAGGAGAGAGGTTGT 

JH5 CCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGTG AGAGAGGGGGTGGTGAGGACT 

JH6 CACGGTCACCGTCTCCTCAGGTAAGAA GCAGAAAACAAAGGCCCTAGAGT 

   

Rearranjos IgK (Vk-Kde ou INTRON-Kde) 

Primer forward Vk ou INTRON paciente-específico + Probe e primer reverso no segmento Kde 2, * 

 Probe TaqMan Primer Reverso 

Kde AGCTGCATTTTTGCCATATCCACTATTTGGAGT TACAGACAGGTCCTCAGAGGTCAG 

Kde* AGCCCAGGGCGACTCCTCATGAGT ATATGGCAAAAATGCAGCTGC 

Kde2* GGACAACCTGCTCTGACCTCTGAGGA GACCCTTCAGGCACATGCTT 

   

Rearranjos TCRG (Vg-Jg1.3/2.3 ou Vg-Jg1.1/2.1) 

Primer forward Vg paciente-específico + Probe e primer reverso no segmento Jg (estratégia preferida para casos Jg1.3/2.3)3 

 Probe TaqMan Primer Reverso 

JG1.3/2.3 TGTCACAGGTAAGTATCGGAAGAATACAACATTTCC TTCCTGC(T/C)TTCCCTCTATTACCT 

JG1.1/2.1 CTGAAGGGACTAAGCTCATAGTAACTTCACCTGGT TATACTGAGGCCAGGAATGTGACATA 

   

Primer forward e probe no segmento Vg +  primer reverso paciente específico (estratégia preferida para casos Jg1.1/2.1) *,3 

 Probe TaqMan Primer Forward 

VG2 TTGAGATTGATACTGCGAAATCTAATTGAAAATGACTC CTTACGCAAGCACAAGGAACAA 

VG3 ACTCATACACCCAGGAGGTGGAGCTGGATATT CTCCACCGCAAGGGATGT 

VG4 CTTGAGAATGATACTGCGAAATCTTATTGAAAATGA GATACTTACGGAAGCACAAGGAAGA 

VG5* ATCAATATCCAGCTCCACCTCCTGGGT GGACTCAGTCCAGGAAAGTATTATACTCAT 

VG9 TAGGATACCTGAAACGTCTACATCCACTCTCACC GGCATTCCGTCAGGCAAA 

VG10* CAATCCTTACCATCAAGTCCGTAGAGAAAGAAGACAT (R) CAAAGTGGAGGCAAGAAAGAATTC 

VG11* TCAAGTTTCTTAGTCTTCCCACCTGAGCAATCT (R) CATGTCTTCTTGACAATCTCTGCTC 

   

Rearranjos TCRD (Vd-Jd1, Dd2-Jd1, Vd2-Dd3 ou Dd2-Dd3) 

Primer forward Vd ou Dd2 paciente-específico + Probe e primer reverso no segmento Jd1 ou Dd3 * 

 Probe TaqMan Primer Reverso 

JD1* CCCGTGTGACTGTGGAACCAAGTAAGTAACTC TTAGATGGAGGATGCCTTAACCTT 

DD3* CGCACAGTGCTACAAAACCTACAGAGACCTG TTTGCCCCTGCAGTTTTTGT 

DD3-2* ATATCCTCACCCTGGGTCCCATGCC3' CTGCTTGCTGTGTTTGTCTCCT 

   

Primer forward e probe no segmento Vd2 +  primer reverso paciente específico 4 

 Probe TaqMan Primer Forward 

VD2 AGACCCTTCATCTCTCTCTGATGGTGCAAGTA TGCAAAGAACCTGGCTGTACTTAA 

Gene N-RAS: Controle interno (normalizador)5 

Primer forward               ACCTGTTTGTTGGACATACTGG 

Primer Reverso               CGCCTGTCCTCATGTAT 

Probe TaqMan N-RAS    TCATGGCACTGTACTCTTCTTGGTCCAGCT 

Sequências estão na orientação 5’3’. Probes com (R) significa que são da fita reversa. Ref : 1, Verhagen et al, 2000, 2, van der 

Velden et al, 2002b, 3, van der Velden et al, 2002a, 4, Szczepanski et al, 2004. 
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