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NOTA EXPLICATIVA 

 De acordo coma Resolução N
o
03/2010, que regulamenta o formato de teses e 

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

Concentração Saúde da Criança e do Adolescente, o formato de artigo é considerado 

preferencial para apresentação das teses de doutorado. Diante disso, esta tese inclui, no 

capítulo de revisão da literatura, um artigo de revisão sobre as estratégias atuais para a 

detecção de doença residual mínima na leucemia linfoide aguda infantil, publicado em 

periódico científico; uma seção específica sobre a avaliação de DRM por PCR 

convencional; e uma seção de atualização da literatura com trabalhos publicados após a 

divulgação do referido artigo de revisão. 

 Logo, a tese foi elaborada de acordo com o seguinte roteiro: 

1. Introdução; 

2. Revisão da literatura, incluindo um artigo de revisão;  

3. Objetivos; 

4. Pacientes e Métodos; 

5. Resultados; 

6. Discussão;  

7. Conclusões; 

8. Anexos/Apêndices. 

*Observação: como o formato de tese inclui o artigo de revisão, com referências 

próprias, optou-se por apresentar as referências bibliográficas após o final de cada 

capítulo e não em seção única. 
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RESUMO 

 

Introdução: As estratégias atuais de tratamento da leucemia linfoide aguda (LLA) da infância 

resultam em remissão de longo prazo em cerca de 90% das crianças acometidas, entretanto a 

probabilidade de evolução para a cura é menor dentre os pacientes que apresentam recidiva da 

doença. São propostos sistemas de estratificação do risco de recidiva, através de fatores clínicos 

e biológicos, visando à oferta de tratamento eficaz aos pacientes classificados nos grupos de alto 

risco. A doença residual mínima (DRM) - persistência de células leucêmicas residuais em 

proporções submicroscópicas, verificada durante o tratamento - representa hoje o principal 

indicador prognóstico da LLA em crianças, podendo determinar a redefinição da quimioterapia 

iniciada. Os métodos laboratoriais atualmente recomendados para a detecção de DRM são a 

imunofenotipagem por citometria de fluxo (CF) e a análise de rearranjos clonais dos genes de Ig 

e TCR por reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RQ-PCR). Ambos 

apresentam bom desempenho na detecção de células leucêmicas residuais, entretanto são 

onerosos, demandam pessoal qualificado para a sua realização e são restritos a centros 

especializados, especialmente a RQ-PCR. Objetivos: Comparar as análises de DRM por CF e 

PCR convencional, em amostras colhidas ao final das fases de indução da remissão (D35) e 

consolidação da remissão (D78), e correlacionar os dados obtidos com as principais 

características clínicas dos pacientes com LLA. Metodologia: A população de estudo foi 

constituída por 42 pacientes com diagnóstico recente de LLA (35 LLA B e 7 LLA T), admitidos 

no Hospital das Clínicas da UFMG (HC/UFMG) no período entre setembro de 2013 e dezembro 

de 2016, e tratados de acordo com o protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento das 

Leucemias Agudas da Infância (GBTLI LLA-2009). As amostras de medula óssea (MO) dos 

pacientes incluídos no estudo foram avaliadas ao diagnóstico por CF, para caracterização 

imunofenotípica dos blastos e, por PCR convencional, para detecção de rearranjos clonais dos 

genes de Ig e TCR. A DRM foi avaliada por CF nas amostras de MO colhidas nos dias 15, 35 e 

78 do tratamento e, por PCR convencional, nas amostras dos pontos D35 e D78. Resultados: 

Foram realizadas 107 análises de DRM por CF e 63 por PCR convencional. Considerando o 

ponto de corte de 0,01%
 
para definição de positividade, a DRM foi detectada por CF em 87,8%, 

17,1% e 28% das amostras analisadas nos tempos D15, D35 e D78, respectivamente. Por PCR 

convencional, a DRM foi detectada em 13,2% e 12% das amostras analisadas nos tempos D35 e 

D78, respectivamente. Avaliações pareadas de DRM por CF e PCR convencional foram 

realizadas em 61/68 (89,7%) amostras de MO colhidas nos pontos D35 e D78. A taxa de 

concordância geral entre as duas metodologias foi de 88,5%, sendo maior nas análises do D35 
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(91,9%; Kappa: 0,62), em comparação com as análises do D78 (83,3%; Kappa: 0,52). Os 

resultados discordantes foram esclarecidos pela metodologia de RQ-PCR, que evidenciou quatro 

resultados falso-positivos da CF, um falso-negativo da CF e dois falso-negativos da PCR 

convencional. Em análise de associação envolvendo os fatores prognósticos, foi verificada 

associação significativa entre linhagem celular acometida e DRM por PCR convencional, nos 

dois pontos de avaliação (D35: p = 0,037; D78: p = 0,032), sendo maior a frequência de 

detecção de DRM na LLA-T. O tempo de seguimento clínico dos pacientes variou de 6 a 46 

meses (mediana: 27 meses). A probabilidade estimada de sobrevida global (SGLO) aos 3,8 anos 

foi de 75,1% (± 9,9%) e a probabilidade estimada de sobrevida livre de eventos (SLE) foi de 

50,5% (± 21,4%). Foram observadas maiores SGLO e SLE no grupo de pacientes com LLA-B, 

em comparação ao grupo de pacientes com LLA-T (p = 0,001 e p = 0,001, respectivamente), 

assim como no grupo de pacientes com contagem de leucócitos ao diagnóstico inferior a 50.000 

cel/µL, se comparado ao grupo com leucometria igual ou superior a 50.000 cel/µL (p = 0,0001 e 

p = 0,00009, respectivamente). Conclusão: As metodologias de CF e PCR convencional 

apresentam resultados comparáveis na detecção de DRM na LLA infantil, em amostras colhidas 

em fases de regeneração medular. Constituem métodos acessíveis a regiões com recursos 

financeiros e tecnológicos restritos, podendo ser utilizadas de forma complementar, com o 

intuito de propiciar a monitorização do tratamento quimioterápico a um maior número de 

crianças com LLA. Maior tempo de seguimento e maior número de casos são necessários para 

que sejam obtidos resultados consistentes nas análises de sobrevida.   

 

Palavras chave: Leucemia linfoide aguda da infância, Doença Residual Mínima (DRM), 

citometria de fluxo, reação em cadeia da polimerase (PCR), rearranjos clonais de Ig e TCR. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Current treatment strategies of childhood acute lymphoblastic leukemia (ALL) 

result in a long-term remission rate of about 90%, however the chance of cure is less among 

patients who relapse. Stratification schemes using clinical and biological factors have been 

proposed to classify patients for the relapse risk, with the ultimate goal of offering high-risk 

patients an effective treatment. The detection of minimal residual disease (MRD) – leukemic 

residual cells in small proportions, verified during the treatment – currently represents the main 

prognostic factor of ALL in children and can suggest a change in the previously started 

chemotherapeutic treatment. The methods currently recommended to detect MRD are 

multiparameter flow cytometry (FC) and quantitative real time polymerase chain reaction (RQ-

PCR) of the clonal rearrangements regions of T-cell receptor (TCR) and/or immunoglobulin (Ig) 

genes. Both methods show good performance in detecting leukemic residual cells, but they are 

expensive, require qualified staff and are frequently restricted to reference centers, especially the 

RQ-PCR. Thus, the aim of this study was to investigate whether FC and conventional PCR have 

good concordance in the detection of MRD at the end of the remission induction phase (D35) 

and at the end of the remission consolidation phase (D78) of childhood ALL treatment. We also 

evaluated associations between the DRM results and clinical data of ALL patients. Methods: 

Between September 2013 and December 2016, 42 children admitted to the Hospital das 

Clínicas/UFMG with recent ALL diagnosis (35 with B-ALL and 7 with T-ALL) were 

prospectively studied. The patients were treated according to the protocol of the Brazilian Group 

for the Treatment of Childhood Acute Leukemia (GBTLI LLA-2009). The bone marrow (BM) 

samples collected at diagnosis were evaluated by FC, for the immunophenotypic 

characterization of leukemic cells, and by PCR, for the detection of clonal rearrangements of Ig 

and TCR genes. The MRD was monitored by FC in the BM samples collected on days 15, 35 

and 78 of the treatment and, by PCR, on days 35 and 78. Results: MRD measurements were 

performed in 107 samples by FC and in 63 samples by conventional PCR. Using 0.01% as a 

cutoff point, MRD was detected by FC in 87.8%, 17.1% and 28% of the samples taken at D15, 

D35 and D78, respectively. Otherwise, by PCR, MRD was detected in 13.2% and 12% of the 

samples analyzed at D35 and D78, respectively. MRD was evaluated by both assays in 61/68 

(89.7%) samples collected at D35 and D78. The overall concordance between the two methods 

was 88.5%, being greater at D35 (91.9%; Kappa: 0.62) in comparison with the D78 analysis 

(83.3%; Kappa: 0.52). The discordant results were elucidated by the RQ-PCR. When prognostic 

factors were analyzed, the affected cellular lineage was significantly associated with PCR in 
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both time points (D35: p = 0.037; D78: p = 0.032), being greater the MRD detection frequency 

in T-ALL subjects. The clinical follow-up period varied from 6 to 46 months (median: 27 

months). The overall survival rate (OS) at 3.8 years was 75.1% (± 9.9%) and the event-free 

survival rate (EFS) was 50.5% (± 21.4%). Higher OS and EFS were observed in B-ALL patients 

than in T-ALL patients (p = 0,001 and p = 0,001, respectively) and also in patients with white 

blood cell (WBC) less than 50.000  cells/µL when compared to those with WBC greater than or 

equal to 50.000 cells/µL (p = 0.0001 and p = 0,00009, respectively). Conclusion: MRD 

detection by FC and conventional PCR showed comparable results in childhood ALL, when 

samples were collected at medullar regeneration phases. Both methods are accessible to regions 

with restricted financial and technological resources and, when concurrently used, may be an 

effective tool to monitor the chemotherapeutic treatment of children with ALL. Further studies 

including additional time and a larger number of cases are needed to obtain a more consistent 

survival analysis. 

 

Keywords: Childhood acute lymphoblastic leukemia, Minimal Residual Disease (MRD), flow 

cytometry, polymerase chain reaction (PCR), clonal rearrangements of Ig and TCR genes. 
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1. Introdução e justificativa 

A leucemia linfoide aguda (LLA) apresenta maior incidência na infância, sendo que as 

estratégias atuais de tratamento resultam em remissão de longo prazo em até 90% das crianças 

acometidas. As demais evoluem com recidiva da doença, sendo menor a probabilidade de 

evolução para a cura nesse grupo de pacientes (Conter et al., 2010; Hunger et al., 2012; Inaba et 

al., 2013).  

O diagnóstico da LLA é baseado na identificação e quantificação de linfoblastos por 

microscopia em amostra de medula óssea (MO) e imunofenotipagem por citometria de fluxo 

(CF), para definição da linhagem celular acometida e estágio de maturação celular, permitindo 

adequada classificação da doença. A abordagem propedêutica inclui ainda as análises 

citogenética e molecular de amostra de MO, para detecção de anormalidades cromossômicas e 

genéticas associadas, com implicações prognósticas e terapêuticas (Basso et al., 2001; Béné et 

al., 2011; Peters et al., 2011; Inaba et al., 2013). 

Fatores clínicos e biológicos são associados ao prognóstico desfavorável em crianças 

com LLA – pacientes menores de 1 ano ou com idade igual ou superior a 9 anos; contagem de 

leucócitos à apresentação igual ou superior a 50.000 cel/µL; acometimento do sistema nervoso 

central (SNC) ao diagnóstico; imunofenótipo de células T; e anormalidades genéticas 

associadas, como hipodiploidia (< 44 cromossomos) e os genes de fusão BCR-ABL1 e MLL-AF4 

(Campana et al., 1999; Pui et al., 2006; GBTLI, 2009; Bowman et al., 2011; Inaba et al., 2013; 

Teachey et al., 2013; Ceppi et al., 2015). Outras alterações genéticas têm sido consideradas na 

avaliação prognóstica da LLA, como as deleções do gene IKZF1, a superexpressão do gene 

CRLF2, a amplificação intracromossômica do cromossomo 21 (iAMP21), o perfil LLA 

Philadelphia-like, dentre outros. Alguns destes marcadores têm sido avaliados ainda como 

possíveis alvos terapêuticos, possibilitando o desenvolvimento futuro de tratamentos mais 

específicos e eficazes (Ceppi et al., 2015). 

Nas últimas décadas, vários estudos avaliaram a presença de células leucêmicas 

residuais, em diferentes momentos após o início do tratamento, como fator preditor de evolução 

desfavorável. Inicialmente, a pesquisa destas células era feita por análise morfológica de 

amostra de MO, sendo considerado o ponto de corte de 5% de células blásticas para definição de 

remissão da doença (Campana et al., 1995; Campana et al., 1999; Basso et al., 2001; Dworzak 

et al., 2003). Atualmente, são preconizados métodos de análise mais sensíveis, que permitam a 

detecção de células leucêmicas em proporções inferiores àquelas alcançadas pela avaliação 

morfológica, sendo a presença destas células denominada Doença Residual Mínima (DRM) 

(Campana et al., 1995; Coustan-Smith et al., 2000; Campana, 2008; Inaba et al., 2013). O 
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encontro de DRM é hoje considerado o principal indicador prognóstico da LLA em crianças, 

mesmo em pacientes com características de baixo-risco de recidiva à apresentação, conforme 

demonstrado por vários estudos (Campana et al., 1999; Coustan-Smith et al., 2000, 2006; 

Borowitz et al., 2008; Flohr et al., 2008; Conter et al., 2010; Schrappe et al., 2011). A DRM 

refina a estratificação de risco determinada por características tradicionais, podendo orientar a 

redefinição do tratamento (Coustan-Smith et al., 2000; Conter et al., 2010; Stow et al., 2010). A 

resposta precoce à quimioterapia, com rápida redução das células neoplásicas, especialmente no 

final da fase de indução, é considerada importante fator indicador de boa evolução e de baixo 

risco de recaída (Coustan-Smith et al., 2000; Dworzak et al., 2002; Borowitz et al., 2008; Béné 

et al., 2009; Scrideli et al., 2009; van der Velden et al., 2009; Conter et al., 2010; Stow et al., 

2010; Bowman et al., 2011).  

As metodologias atualmente disponíveis para a avaliação da DRM permitem a detecção 

média de uma célula leucêmica entre 10.000 a 100.000 células normais (sensibilidade analítica 

de 10
-4

 a 10
-5

), o que representa um aumento de sensibilidade superior a 100 vezes em relação à 

pesquisa por microscopia óptica convencional (Campana et al., 1999; Dworzak et al., 2003; 

Cazzaniga et al., 2005; Coustan-Smith et al., 2011). Os dois métodos mais frequentemente 

utilizados para a detecção de DRM são: 1 - Imunofenotipagem por citometria de fluxo, visando 

o encontro de células com imunofenótipos aberrantes específicos dos clones leucêmicos; 2 - 

Reação em cadeia da polimerase (PCR) das regiões de rearranjo clonal dos genes dos receptores 

de células T (TCR) e/ou das imunoglobulinas (Ig), visando o encontro de sequências específicas 

dos clones leucêmicos (Malec et al., 2004; Bruggemann et al., 2010; Campana, 2010; Schrappe, 

2012; Gaipa et al., 2013; Inaba et al., 2013). 

A avaliação da DRM por citometria de fluxo alcança sensibilidade de 10
-3

 a 10
-4 

e 

apresenta como vantagens a rapidez de execução, o que permite fornecer resultados logo após o 

início do tratamento, a ampla aplicabilidade e a grande disponibilidade (Basso et al., 2001; 

Dworzak et al., 2002; Borowitz et al., 2008; Campana, 2008; Irving et al., 2009; Campana, 

2012). Além disso, técnicas acuradas e sensíveis são passíveis de execução e economicamente 

viáveis, mesmo em regiões com recursos financeiros restritos (Delbuono et al., 2008; Patkar et 

al., 2012). 

A detecção de rearranjos gênicos de Ig e TCR por PCR quantitativa em tempo real 

(RQ-PCR) é considerada o padrão-ouro para avaliação da DRM na LLA (Mejstriková et al., 

2010). Representa um avanço em relação aos métodos convencionais de PCR, pois não exige 

técnicas adicionais de detecção do produto amplificado, como separação eletroforética ou 

hibridização, e permite a quantificação precisa do produto de amplificação. Apresenta elevada 
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sensibilidade analítica (10
-4

 a 10
-5

), alto nível de padronização do método e aplicabilidade à 

maioria dos pacientes com a doença (Malec et al., 2004; Cazzaniga et al., 2005; van der Velden 

et al., 2007a; van der Velden et al., 2007b; Flohr et al., 2008; Bruggemann et al., 2010; 

Campana, 2010; Stow et al., 2010; Campana, 2012). Entretanto, trata-se de uma metodologia de 

custo elevado e alta complexidade, de execução limitada aos centros de referência. 

Diversos autores propõem o uso complementar das duas metodologias, quando possível 

e economicamente viável, com o intuito de garantir o benefício da estratificação por DRM à 

maioria dos pacientes e prevenir resultados falso-negativos em função de evolução clonal ou 

alterações fenotípicas (Kerst et al., 2005; Ryan et al., 2008; Coustan-Smith et al., 2010; Gaipa et 

al., 2012). 

A análise de DRM, pelas técnicas de citometria de fluxo e/ou PCR, tem sido 

amplamente empregada em estudos de LLA na infância. As publicações apresentam resultados 

da avaliação da DRM utilizando técnicas com limites de sensibilidade analítica distintos, 

amostras de acompanhamento colhidas em diferentes momentos e grupos de pacientes 

submetidos a diferentes protocolos de tratamento (Coustan-Smith et al., 2000, 2002, 2006; 

Dworzak et al., 2002; Cazzaniga et al., 2005; Borowitz et al., 2008; Basso et al., 2009; Scrideli 

et al., 2009; van der Velden et al., 2009; Conter et al., 2010; Stow et al., 2010; Thörn et al., 

2011; Campana, 2012). Por outro lado, são unânimes em afirmar o valor do encontro de células 

leucêmicas residuais em pequenas proporções na avaliação do risco de recaída da doença e na 

redefinição do esquema quimioterápico (Borowitz et al., 2008; Basso et al., 2009; Ratei et al., 

2009; Scrideli et al., 2009; Conter et al., 2010; Stow et al., 2010). 

Tendo em vista a importância da avaliação da DRM, este estudo objetivou comparar as 

análises por citometria de fluxo e PCR convencional ao final das fases de indução (D35) e 

consolidação da remissão (D78 ou período correspondente), e correlacionar os dados obtidos 

com as principais características clínicas dos pacientes com LLA, tratados de acordo com o 

protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento das Leucemias Agudas da Infância (GBTLI LLA-

2009), no Hospital das Clínicas da UFMG (HC-UFMG). A proposta inicial do estudo incluía a 

RQ-PCR como método comparativo da CF, entretanto sua execução não foi possível, devido à 

restrição de recursos financeiros. Sendo assim, a equipe envolvida no estudo, em conformidade 

com sugestões apresentadas no exame de qualificação, decidiu pela análise comparativa dos 

resultados de DRM obtidos pelas técnicas de CF e PCR convencional, esta última que apresenta 

limite de sensibilidade analítica de 10
-2

 a 10
-3 

e fornece apenas resultados qualitativos. 

O protocolo GBTLI LLA-2009 preconiza a avaliação de DRM por CF apenas no D15, 

sendo que a detecção de células imaturas nesta fase, utilizando painel restrito de anticorpos, 
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denota a presença de células leucêmicas residuais de forma precisa (Dworzak et al., 2002; 

Coustan-Smith et al., 2006; Luria et al., 2010; Campana, 2012). Entretanto, a avaliação de DRM 

nos dias 35 e 78 do tratamento, por CF, requer a utilização de painel amplo de anticorpos, que 

permita a diferenciação acurada entre células leucêmicas residuais e células progenitoras 

normais, presentes na medula óssea em recuperação após quimioterapia (Coustan-Smith et al., 

2010). Assim, a validação de técnica de CF mais complexa é essencial para a detecção de DRM 

nestes dois pontos, podendo permitir o seu uso como método alternativo ou complementar ao 

método molecular, na monitorização dos pacientes em tratamento para LLA. 

Por fim, cabe salientar que, apesar da extensa literatura já disponível, torna-se 

necessário gerar e avaliar dados sobre DRM como fator prognóstico na LLA, separadamente 

para cada regime terapêutico, considerando as diferenças na intensidade dos protocolos de 

tratamento, momentos propícios para avaliação e diferenças metodológicas dos ensaios de 

detecção utilizados (Dworzak et al., 2002; Cazzaniga et al., 2005; Thörn et al., 2011; Campana, 

2012).  
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 2.2 Avaliação da DRM por PCR convencional 

Os métodos de PCR convencionais, desenvolvidos a partir da década de 1990, exigem 

técnicas de detecção pós-PCR para identificação dos produtos finais da reação de amplificação. 

A PCR convencional é usada, ao diagnóstico, para a identificação de rearranjos clonais de Ig e 

TCR, que são amplificados com o uso de primers de consenso e, após separação eletroforética 

em gel de poliacrilamida, são identificados com base no peso molecular e intensidade de sinal, 

por análise de homo/heteroduplex. Nas amostras de acompanhamento, os perfis eletroforéticos 

obtidos são comparados com os achados ao diagnóstico, em relação à presença de bandas 

dominantes similares em peso molecular e padrão de migração (Langerak et al., 1997; Scrideli 

et al., 2009; Scrideli et al., 2015). 

A técnica convencional alcança sensibilidade aproximada de 10
-3

, não sendo capaz de 

detectar células leucêmicas residuais em proporções inferiores. Outra limitação reside no fato de 

oferecer apenas resultados qualitativos (van der Velden et al., 2003; Scrideli et al., 2015). 

Entretanto, do ponto de vista metodológico, é considerada relativamente simples e acessível a 

serviços com recursos financeiros e tecnológicos restritos. Estudos sugerem que, diante da 

impossibilidade de realização da RQ-PCR, a PCR convencional pode se mostrar útil para 

identificar pacientes com DRM em níveis relativamente mais elevados, que apresentam maior 

risco de recaída e demandam intensificação do tratamento. Contudo, métodos mais sensíveis são 

essenciais para reconhecer os pacientes que apresentam risco muito baixo de recaída, potenciais 

candidatos à redução da quimioterapia (Scrideli et al., 2009; Stanulla et al., 2009; Paula et al., 

2015; Scrideli et al., 2015).  

Dentro desta proposta, estudos brasileiros avaliaram a detecção de blastos residuais por 

PCR convencional durante e ao final da fase de indução e demonstraram que a DRM representa 

fator prognóstico independente, mesmo quando avaliada pelo método qualitativo (Scrideli et al., 

2003; Assumpção et al., 2013; Paula et al., 2015).  

 

 2.3 Atualização da literatura 

 

 2.3.1 Avaliação da DRM por citometria de fluxo 

Publicações recentes abordam a evolução dos ensaios de CF na detecção da DRM, 

alcançada por meio do avanço tecnológico dos citômetros e da experiência adquirida pelos 

profissionais envolvidos com a metodologia. Os estudos trazem propostas de padronização do 

método, especialmente quanto ao painel de anticorpos a ser utilizado, o número de eventos a ser 
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adquirido, as estratégias de gating para análise e os critérios de positividade do teste (Garand et 

al., 2013; Fossat et al., 2015; Ikoma et al., 2015; Wood, 2016; Theunissen et al., 2017). 

Cabe ressaltar o estudo multicêntrico publicado por Theunissen e colaboradores (2017), 

que propôs a padronização de um ensaio de alta sensibilidade para a detecção de DRM por CF 

multiparamétrica. Para alcançar a sensibilidade analítica de 10
-5

, foram utilizados dois tubos 

com combinações de oito anticorpos conjugados a diferentes fluorocromos e um novo 

procedimento de preparo da amostra de MO, permitindo a aquisição de um grande número de 

eventos (> 4 milhões de células). O novo protocolo de preparo consistiu em lisar um volume de 

amostra contendo mais de 10 milhões de células e ressuspender os leucócitos em um pequeno 

volume de solução salina, permitindo a marcação de milhões de células por tubo. A DRM foi 

considerada positiva e quantificável quando encontradas mais de 40 células em um cluster, 

dentre o mínimo de quatro milhões de eventos adquiridos, garantindo o limite de sensibilidade 

de 10
-5

. 

Outros autores demonstraram o benefício do uso de combinações de 6 a 8 cores, com 

marcadores padronizados, propiciando distinção acurada entre as células neoplásicas e células 

precursoras B normais. Para tal, foi mantida a estratégia já descrita de combinar anticorpos que 

permitem a definição homogênea das células precursoras linfoides (ex. CD10, CD19, CD34, 

CD45) com anticorpos adicionais, que permitem detectar o imunofenótipo aberrante da célula 

neoplásica. Dentre os anticorpos adicionais, tem sido reforçada a importância dos marcadores 

CD9, CD20, CD38, CD58, CD66c, CD81 e CD123, considerados altamente informativos na 

detecção do clone leucêmico, apesar de ainda não haver consenso entre os trabalhos a respeito 

de um painel fixo (Denys et al., 2013; Borowitz et al., 2015; Fossat et al., 2015; Karawajew et 

al., 2015; Shaver et al., 2015). Novos marcadores têm sido descritos (CD73, CD304) em 

estudos isolados e demonstram ser promissores na análise da DRM (Theunissen et al., 2017). 

Wood (2016) ressalta a impossibilidade de uso do CD19 como marcador de linhagem B nos 

pacientes em tratamento com imunoterápicos, como o Blinatumomab. O uso do CD22, nesses 

casos, pode se mostrar mais adequado para a separação das células B (Karawajew et al., 2015). 

Uma publicação do Grupo de Trabalho em DRM da Sociedade Brasileira de 

Transplante de Medula Óssea propôs a padronização dos ensaios de CF para a detecção de 

DRM, utilizando combinações de quatro cores e maior número de tubos, considerando a 

realidade de grande parte dos laboratórios brasileiros (Ikoma et al., 2015). 

A proposta de utilizar múltiplos marcadores em um só tubo e a estratégia de análise de 

gates sequenciais determinam aumento da acurácia dos ensaios de DRM por CF, mesmo nas 

amostras de MO colhidas em fases do tratamento associadas à regeneração medular. A 
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possibilidade de combinar múltiplos marcadores em um só tubo traz ainda a vantagem de 

permitir a redução do número de tubos do painel e, assim, propiciar a aquisição de um número 

progressivamente maior de eventos por tubo, o que é essencial para alcançar maior sensibilidade 

analítica. A estratégia atual consiste em selecionar um ou dois tubos fixos, altamente 

informativos, e utilizar estes tubos nas análises de todas as amostras, considerando o 

imunofenótipo inicial para interpretação dos resultados (Fossat et al., 2015; Karawajew et al., 

2015; Shaver et al., 2015; Theunissen et al., 2017). 

A padronização e a evolução dos ensaios de CF multiparamétrica na avaliação da DRM 

têm permitido alcançar resultados precisos, mesmo em fases do tratamento associadas à 

regeneração medular, e propiciado a incorporação do método na análise da DRM ao final das 

fases de indução e consolidação nos protocolos de tratamento clínico (Fossat et al., 2015). 

 

 2.3.2 Avaliação da DRM pelo método de sequenciamento de próxima geração 

O ensaio de DRM baseado em sequenciamento de próxima geração (next-generation 

sequencing – NGS), inicialmente descrito por Faham e colaboradores (2012), tem sido avaliado 

em novos estudos, que ressaltam as suas vantagens em relação à RQ-PCR. O teste consiste na 

amplificação dos rearranjos de Ig/TCR por PCR multiplex e posterior sequenciamento dos 

rearranjos possivelmente encontrados na amostra. O método alcança maior sensibilidade 

analítica (10
-6 

a 10
-7

) na detecção de DRM, se comparado à RQ-PCR, e apresenta menor 

complexidade, por não exigir a confecção de primers específicos para cada paciente (Faham et 

al., 2012; Logan et al., 2014; Pulsipher et al., 2015). 

Considerando a alta sensibilidade do NGS, Logan e colaboradores (2014) avaliaram o 

mesmo na detecção da DRM em amostras de sangue periférico (SP), com resultados 

promissores, podendo esta se mostrar uma aplicabilidade futura dos testes altamente sensíveis. 

Pulsipher e colaboradores (2015) demonstraram o valor do teste na identificação do risco de 

recaída em pacientes avaliados nos períodos pré e pós-transplante de MO. A definição da 

ausência de blastos residuais no pré-transplante, pelo método molecular de alta sensibilidade, 

identificou pacientes considerados de baixo risco, permitindo a indicação de tratamentos menos 

intensivos. Por outro lado, a detecção da DRM pelo método NGS no pós-transplante mostrou 

alta acurácia na predição do risco de recaída, determinando a indicação de outras intervenções 

terapêuticas. 

Outros benefícios do NGS incluem a possibilidade de detecção de subclones e de 

linfoblastos residuais que apresentarem evolução clonal durante o tratamento, superando 
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possíveis limitações da RQ-PCR. Entretanto, trata-se de metodologia onerosa e de 

disponibilidade restrita (Faham et al., 2012; Logan et al., 2014; Pulsipher et al., 2015). 
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3. Objetivos 

3.1 Objetivo geral 

Comparar as técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e de PCR, como 

métodos de avaliação da Doença Residual Mínima, em crianças e adolescentes com LLA, em 

tratamento de acordo com o protocolo GBTLI LLA-2009. 

 

3.2 Objetivos específicos 

1- Detectar “imunofenótipos associados à leucemia” (LAIPs) em amostras de medula 

óssea de crianças e adolescentes com LLA, ao diagnóstico, para monitorização da 

DRM nos dias 35 e 78 do tratamento, por citometria de fluxo; 

2- Detectar os rearranjos clonais dos genes dos receptores de células T e/ou das 

imunoglobulinas em amostras de MO de crianças e adolescentes com LLA, ao 

diagnóstico, para monitorização da DRM nos dias 35 e 78 do tratamento, por PCR 

convencional; 

3- Comparar os dados obtidos com as duas metodologias e correlacioná-los com 

outros fatores prognósticos em LLA infantil e com as probabilidades de sobrevida 

global e livre de eventos. 
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4. Pacientes e métodos 

Trata-se de estudo longitudinal prospectivo, desenvolvido no Serviço de Medicina 

Laboratorial do HC/UFMG (setores de Citometria de Fluxo e Hematologia Molecular), em Belo 

Horizonte, Minas Gerais. O projeto inseriu-se na linha de pesquisa “Distúrbios Onco-

hematológicos” do Programa de Pós-graduação em Ciências da Saúde – Saúde da Criança e do 

Adolescente. Foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Minas 

Gerais – COEP/UFMG (CAAE: 20800713.9.0000.5149; parecer nº 509.601 - ANEXO 1), e 

pela Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensão – DEPE (processo nº 166/13 – ANEXO 2).  

 

4.1 População  

A população de estudo foi constituída por todos os pacientes admitidos no HC-UFMG, 

no período de setembro de 2013 a dezembro de 2016, com diagnóstico de LLA, que 

preencheram os critérios de inclusão. Os pacientes incluídos no estudo tiveram participação 

voluntária, atestada em Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), assinado pelos 

pais ou responsáveis e pelos participantes acima de 7 anos (ANEXO 3). 

Foram considerados os critérios de inclusão: idade até 18 anos; diagnóstico de LLA 

feito por mielograma, imunofenotipagem por citometria de fluxo, análise citogenética e análise 

molecular de amostra de medula óssea, realizados pelos métodos convencionais, de acordo com 

as padronizações do Serviço de Medicina Laboratorial do HC-UFMG; e tratamento de acordo 

com o protocolo GBTLI LLA-2009.  

Foram considerados os critérios de exclusão: tratamento inicial de acordo com outros 

protocolos terapêuticos; não concordância em participação no estudo (pelo paciente e/ou 

responsáveis legais); e amostra de MO inadequada (volume insuficiente, coleta ou 

armazenamento inapropriados) para realização dos procedimentos laboratoriais. 

Os dados clínicos e laboratoriais dos pacientes foram levantados a partir dos 

prontuários de atendimento e do sistema informatizado laboratorial, e transferidos para uma base 

de dados com acesso reservado aos pesquisadores responsáveis pelo projeto. 

 

4.2 Protocolo de tratamento 

De acordo com o protocolo GBTLI LLA-2009, da Sociedade Brasileira de Oncologia 

Pediátrica (SOBOPE) (GBTLI, 2009), resumido no ANEXO 4, os pacientes com LLA-B 

derivada são classificados, ao diagnóstico, em grupos de baixo ou alto risco. O grupo de baixo 

risco (BR) inclui pacientes com idade acima de 1 e abaixo de 9 anos, leucometria inicial inferior 

a 50.000 cel/µL, ausência dos achados citogenéticos de risco - t(9;22) ou fusão BCR-ABL e 
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t(4,11) ou fusão MLL/AF4, e ausência de acometimento leucêmico em SNC. De acordo com a 

intensidade de resposta à terapia inicial, os pacientes são subdivididos em dois subgrupos 

adicionais: baixo risco verdadeiro (BRV) - < 1000 blastos/µL em sangue periférico no D8, MO 

M1 (MO em remissão, com contagem de blastos inferior a 5%), com DRM negativa por CF (< 

0,01%) no D15 e MO M1 com DRM negativa por RQ-PCR (< 10
-3

) no D35; e baixo risco 

intermediário (BRI) - < 1000 blastos/µL em sangue periférico no D8, MO M1 ou MO M2 

(aspirado medular com presença de blastos na faixa entre 5 e 25%), com DRM positiva por CF 

em níveis intermediários (≥ 0,01% e < 10%) no D15 e MO M1 com DRM negativa por RQ-PCR 

(< 10
-3

) no D35. 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 BRV). 

O grupo de alto risco (AR) inclui os pacientes com idade igual ou superior a 9 anos e 

inferior a 18 anos e/ou leucometria inicial ≥ 50.000 cel/µL e/ou acometimento leucêmico em 

SNC ao diagnóstico e/ou achados citogenéticos desfavoráveis (hipodiploidia, t(4;11) e/ou fusão 

MLL/AF4). Os portadores da t(9;22) e/ou fusão BCR-ABL seguem protocolo específico. De 

acordo com a resposta nos dias 8, 15 e 35 do tratamento quimioterápico, os pacientes do grupo 

de alto risco são reclassificados em dois subgrupos – respondedores rápidos (subgrupo RR) - < 

1000 blastos/µL em sangue periférico no D8, MO M1/2 com DRM por CF < 10% no D15 e MO 

M1 com DRM negativa por RQ-PCR (< 10
-3

) no D35; e respondedores lentos (subgrupo RL) - ≥ 

1000 blastos/µL em sangue periférico no D8, MO M3 (aspirado medular com percentual de 

blastos superior a 25%), com DRM por CF ≥ 10% no D15 e MO M2/3 com DRM positiva por 

RQ-PCR (≥ 10
-3

) no D35. 

Os pacientes com LLA-T derivada seguem protocolo específico de tratamento e são 

subdivididos, no decorrer do mesmo, em: respondedores rápidos (subgrupo RR) - < 1000 

blastos/µL em sangue periférico no D8, MO M1/2 com DRM por CF < 10% no D15 e MO M1 

com DRM negativa por RQ-PCR (< 10
-2

) no D35; e respondedores lentos (subgrupo RL) - ≥ 

1000 blastos/µL em sangue periférico no D8, MO M3 com DRM por CF ≥ 10% no D15 e MO 

M2/3 com DRM positiva por RQ-PCR (≥ 10
-2

) no D35. 

Assim, o protocolo GBTLI LLA-2009 define que a DRM deve ser avaliada em dois 

pontos críticos – D15, por CF; e D35, por RQ-PCR. Recomenda ainda a avaliação em um ponto 

adicional (semana 12 do tratamento), entretanto não utiliza este ponto como fator para a 

redefinição de risco ou para estabelecer ajustes na quimioterapia. 

O Serviço de Medicina laboratorial do HC-UFMG realiza, como rotina, a análise de 

DRM nas amostras do D15, por CF, e a pesquisa de transcritos quiméricos detectados ao 
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diagnóstico (BCR-ABL, ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, MLL-AF4) nas amostras do D35, por PCR 

após transcrição reversa. A análise da DRM através da pesquisa de rearranjos clonais de Ig/TCR 

por RQ-PCR não é realizada, como preconizado pelo protocolo, por falta de recursos 

financeiros.  

Cabe ressaltar que o tratamento dos pacientes incluídos não foi alterado pelos 

resultados do estudo, exceto nos casos previstos pelo GBTLI-2009 (redefinição do tratamento 

após reclassificação do risco, com base no resultado da análise de DRM no D15 por CF). 

  

4.3 Métodos 

As amostras de MO dos pacientes incluídos no estudo foram avaliadas, ao diagnóstico, 

pela metodologia de CF, para detecção de células com imunofenótipos aberrantes específicos 

dos clones leucêmicos, e, por PCR convencional (daqui em diante chamada de “PCR”), visando 

o encontro de rearranjos clonais dos genes de Ig e TCR. A DRM foi avaliada por CF nas 

amostras de MO colhidas nos dias 15, 35 e 78 do tratamento e, por PCR, nas amostras de MO 

colhidas nos dias 35 e 78 do tratamento. As amostras foram processadas por CF dentro das 

primeiras 24 horas após a coleta do material. O DNA extraído das amostras para as reações de 

PCR foi inicialmente congelado e armazenado, para processamento posterior.  

A definição dos imunofenótipos associados à leucemia nas amostras do diagnóstico e a 

análise de DRM por CF nas amostras do D15 foram executadas pela equipe técnica do setor de 

Citometria de Fluxo, da qual a doutoranda faz parte. A triagem dos rearranjos clonais de Ig/TCR 

por PCR nas amostras do diagnóstico foi inicialmente realizada pela equipe técnica do setor de 

Hematologia Molecular, como parte de outro estudo em andamento no serviço, tendo sido, em 

seguida, complementada pela doutoranda. As reações de CF e PCR das amostras colhidas nos 

pontos D35 e D78 foram executadas pela doutoranda, na sua totalidade, nos setores de 

Citometria de Fluxo e Hematologia Molecular do Serviço de Medicina Laboratorial do HC-

UFMG.  

 

4.3.1 Avaliação da DRM por citometria de fluxo 

Para detecção dos “imunofenótipos associados à leucemia” (LAIPs) ao diagnóstico, 

foram utilizados anticorpos monoclonais dirigidos aos marcadores de superfície e intracelulares 

de células B, células T e possíveis marcadores aberrantes (CD1a, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, 

CD8, CD10, CD13, CD15, CD19, CD20, CD22, CD33, CD34, CD38, CD45, CD56, CD58, 

CD79a, CD99, CD117, CD123, TdT, HLA-DR, Ig de cadeia pesada - IgM, Igs de cadeia leve – 

Kappa e Lambda, TCR α/β e TCR γ/δ).  
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A classificação imunológica, quanto à linhagem acometida e estágio de maturação 

celular, seguiu os critérios propostos pelo grupo Europeu designado EGIL (European Group for 

the Immunological Characterization of Leukemias), descritos na Tabela 1 (Béné et al., 1995).  

 

Tabela 1 – Classificação imunológica das leucemias linfoides agudas  

1- LLA de linhagem B (CD19
+ 

e/ou CD79a
+
 e/ou CD22

+
)

*
 

LLA pró-B (B-I) Ausência de expressão de outros antígenos de diferenciação de células B 

LLA B comum (B-II) CD10
+
 

LLA pré-B (B-III) IgM
+
 citoplasma 

LLA B madura (B-IV) Kappa ou Lambda
+
 (citoplasma ou superfície) 

2- LLA de linhagem T (CD3
+
 citoplasma ou superfície) 

LLA pró-T (T-I) CD7
+
 

LLA pré-T (T-II) CD2
+
 e/ou CD5

+ 
e/ou CD8

+
 

LLA-T cortical (T-III) CD1a
+
 

LLA-T madura (T-IV) CD3
+ 

superfície, CD1a
-
 

LLA-T α/β
+
 (grupo a) anti-TCR α/β

+
 

LLA-T γ/δ
+ 

(grupo b) Anti-TCR γ/δ
+
 

3- LLA (linhagem B ou T) com expressão de 1 ou 2 marcadores mieloides (LLA My+) 

*
LLA de linhagem B é definida pela expressão de pelo menos dois dos três marcadores precoces de 

células B citados.  

LLA – leucemia linfoide aguda.  

Adaptado de Béné et al., 1995. 

 

Após caracterização do imunofenótipo aberrante, foram definidos os painéis de 

anticorpos monoclonais a serem utilizados no monitoramento da DRM, selecionando 

marcadores conjugados a quatro fluorocromos distintos (isotiocianato de fluoresceína - FITC, 

ficoeritrina - PE, proteína clorofila peridinina - PerCP, e aloficocianina - APC), em combinações 

estratégicas - CD2 PE (RPA-2.10), CD7 FITC (M-T701), CD10 PE (HI10a), CD33 PE 

(WM53), CD38 PE (HIT2), CD79a PE (HM47), CD99 FITC (TU12), CD123 FITC (7G3), TdT 

FITC (E17-1519), controle isotípico IgG1 FITC (BD Biosciences Pharmingen; San Jose, CA); 

CD3 PerCP (UCHT1), CD10 FITC (MEM-78), CD19 APC (4G7), CD45 PerCP (MEM-28), 

CD58 FITC (MEM-63) (Exbio; Praha, Czech Republic); CD20 PerCP (B-ly1) (IQ Products; 

Groningen, The Netherlands); CD34 PE (581) (Beckman Coulter; Marseille, France); CD1a 

FITC (HI149), CD3 APC (UCHT1) (Biolegend; San Diego, CA); controle isotípico IgG2a FITC 

(Invitrogen; Camarillo, CA). O corante de ácidos nucléicos SYTO 13 green fluorescent foi 

adquirido da Life Technologies (Carlsbad, CA).  

As combinações foram construídas utilizando uma estrutura relativamente fixa 

(“esqueleto”) nos diferentes tubos. Esta estratégia consistiu em selecionar dois ou três anticorpos 
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para estarem presentes, sistematicamente, em todas as combinações utilizadas, sendo úteis na 

definição homogênea das células precursoras linfoides. Um ou dois anticorpos adicionais foram 

acrescentados em cada tubo, com base na caracterização imunofenotípica de cada caso ao 

diagnóstico, com o intuito de detectar a expressão antigênica aberrante ou anômala do clone 

leucêmico (Coustan-Smith et al., 2000; Basso et al., 2001; Coustan-Smith et al., 2002; Dworzak 

et al., 2004; Dworzak et al., 2008; Basso et al., 2009; Béné et al., 2009; Irving et al., 2009; 

Ratei et al., 2009; Dworzak et al., 2010; Coustan-Smith et al., 2011; Gaipa et al., 2012; Patkar 

et al., 2012).  

Para compor o esqueleto das diferentes combinações úteis na detecção de DRM em 

LLA-B foram utilizados os marcadores CD45, CD34, CD19 e/ou CD10 - antígeno inicialmente 

denominado CALLA (common ALL antigen ou antígeno LLA comum), frequentemente 

expresso na LLA-B da infância (Coustan-Smith et al., 2000, 2002, 2011; Dworzak et al., 2008; 

Basso et al., 2009; Béné et al., 2011; Gaipa et al., 2012; Patkar et al., 2012; Gaipa et al., 2013). 

Os marcadores adicionais acrescentados em cada tubo foram selecionados dentre os seguintes: 

CD123 (Dworzak et al., 2003; Djokic et al., 2009; Patkar et al., 2012), CD58 (Chen et al., 2001; 

Dworzak et al., 2003; Veltroni et al., 2003; Lee et al., 2005; Mejstriková et al., 2010; Patkar et 

al., 2012), CD38 (Wilson et al., 2010; Patkar et al., 2012), e marcadores linfoides T ou 

mieloides aberrantes, como CD2, CD7 e CD33 (Coustan-Smith et al., 2000). 

Para composição do painel de detecção de DRM em LLA-T, os marcadores CD45 e 

CD3cy (citoplasma) e/ou CD3s (superfície) foram utilizados como estrutura fixa nos diferentes 

tubos, para definição das células linfoides T. Outros marcadores de células de linhagem T (CD2 

e CD7) foram utilizados com menor frequência. Marcadores adicionais aberrantes foram 

adicionados em cada tubo, de acordo com o imunofenótipo detectado ao diagnóstico - CD1a, 

CD34, CD99, TdT (Terminal deoxynucleotidyl transferase); além de marcadores linfoides B e 

mieloides aberrantes (Campana et al., 1999; Porwit-MacDonald et al., 2000; Dworzak et al., 

2003, 2004; Delbuono et al., 2008; Basso et al., 2009; Coustan-Smith et al., 2010; Mejstriková 

et al., 2010; Béné et al., 2011). 

O corante nuclear SYTO 13 foi utilizado na estratégia de separação de células viáveis 

para análise, com base na sua propriedade de marcar o material nuclear destas células, 

permitindo eliminar eventos anucleados como eritrócitos, plaquetas e debris (Gaipa et al., 2005; 

Dworzak et al., 2008, 2010; Ratei et al., 2009; Luria et al., 2010). 

Os ensaios de imunofenotipagem foram realizados em tubos de poliestireno, onde 

foram adicionados 2 µL (ou volume equivalente definido após titulação do reagente) dos 

anticorpos monoclonais conjugados aos fluorocromos. Para cada combinação de anticorpos 
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monoclonais, foram adicionadas alíquotas de medula óssea, coletadas em ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA), em volume calculado para alcançar 10
6
 eventos, respeitando 

o volume máximo de 300 µL. Após homogeneização em vórtex, as preparações foram incubadas 

por 20 minutos, à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após o período de incubação, foi 

realizada a lise dos eritrócitos, utilizando-se 2 mL de solução contendo citrato de sódio 

dihidratado, dietilenoglicol e formaldeído, em cada tubo. Após nova homogeneização em 

vórtex, as preparações foram incubadas por 10 minutos à temperatura ambiente e então 

submetidas à centrifugação (1700 rpm por 5 minutos). O sobrenadante foi descartado e os 

leucócitos lavados com 2 mL de solução isotônica filtrada, empregando-se as mesmas condições 

de centrifugação anteriormente citadas. O sobrenadante foi novamente descartado e o 

centrifugado ressuspenso em 300 µL de solução isotônica filtrada para aquisição dos dados no 

citômetro. A marcação intracitoplasmática foi alcançada a partir da incubação da amostra com 

solução de lise, previamente à marcação com anticorpos, o que permitiu a permeabilização das 

membranas celulares. 

Os parâmetros fenotípicos das células presentes em cada tubo foram determinados no 

citômetro de fluxo FACScalibur - Becton Dickinson. O programa CELLQuest
TM

 foi utilizado 

para a aquisição de dados e para a análise dos resultados. A aquisição foi feita em população 

celular de interesse, selecionada com base em aspectos morfométricos, em gráficos de 

distribuição pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). A estratégia de análise 

consistiu na seleção das células precursoras linfoides B ou T por parâmetros físicos (tamanho e 

complexidade interna), expressão do CD45 (reduzida ou ausente) e expressão dos marcadores de 

linhagem - CD19 (células linfoides B) e CD3 (células linfoides T). A seguir, a expressão 

antigênica aberrante foi avaliada para caracterização dos linfoblastos. O clone leucêmico 

residual foi definido pela caracterização de aglomerado de pelo menos 10 eventos, dentre o total 

de eventos adquiridos em cada tubo, que expressasse o perfil fenotípico definido ao diagnóstico 

para cada caso, utilizando a estratégia de combinação de gates sequenciais. Esta estratégia 

consiste em somar os gates que englobam as células que apresentam a expressão antigênica 

característica do clone leucêmico em uma única região, para definição precisa dos blastos 

residuais - células presentes simultaneamente em todos os gates. Cada combinação de 

anticorpos avaliada foi acompanhada por um tubo que incluiu a marcação com uma 

imunoglobulina isotípica (IgG1 ou IgG2a), com o intuito de subtrair os eventos marcados de 

forma inespecífica, no cálculo final da DRM. Para alcançar o limite de sensibilidade de 10
-4

, 

correspondente a 0,01%, exigiu-se a aquisição de um mínimo de 10
5
 leucócitos, conforme 

descrito em estudos anteriores (Campana et al., 1999; Basso et al., 2001; Malec et al., 2001; 
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Dworzak et al., 2008; Béné et al., 2009; Ratei et al., 2009; Luria et al., 2010; Gaipa et al., 

2012). A proporção de células blásticas foi então determinada dentre o total de células nucleadas 

viáveis adquiridas, marcadas com o corante nuclear SYTO. A Figura 1 ilustra, de forma 

simplificada, a estratégia de análise utilizada. 

Figura 1 – Modelo de análise da DRM por citometria de fluxo, representado pela estratégia de 

combinação de gates sequenciais. O caso ilustrado é referente a um diagnóstico de LLA-B da nossa 

casuística (número 33), com o imunofenótipo CD45
+ 

fraco, CD19
+
, CD10

+
 e CD34

+
. Na análise do D15, 

as células foram inicialmente selecionadas por características físicas e a seguir pelas expressões de CD19 

+ CD10 (R2), CD19 + CD45
+ 

fraco (R4), e CD19 + CD34 (R5). A região R5 representa a combinação 

dos gates R2 + R4 + R5, o que permitiu a enumeração de 284 eventos (painel superior), dentre 390.540 

eventos adquiridos. Como controle negativo, foi utilizado o tubo com marcação isotípica na primeira cor 

(IgG1 FITC), o que determinou a quantificação de 8 eventos inespecíficos, presentes na mesma 

combinação de regiões. O cálculo final, considerando o fator de correção gerado pelo percentual de 

células viáveis marcadas com o corante SYTO 13 e a subtração da marcação inespecífica, gerou um 

resultado de 0,08% de células leucêmicas residuais. 

 

4.3.2 Avaliação da DRM por PCR convencional 

 Separação das Células Mononucleadas e Extração de DNA: as células 

mononucleadas das amostras de medula óssea foram obtidas por centrifugação em gradiente de 

densidade Histopaque
®

 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA), de acordo com as especificações do 

fabricante. Uma alíquota de 10 x 10
6
 células foi utilizada para extração de DNA com o kit 

QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), conforme o protocolo do fabricante. O 
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DNA extraído foi quantificado no espectrofotômetro NanoDrop 2000 (ThermoScientific), 

conforme instruções do fabricante e armazenado a -20ºC. 

 Detecção dos rearranjos de Ig e TCR ao diagnóstico e no monitoramento da DRM 

(D35 e D78): a detecção dos rearranjos clonais dos genes Ig e TCR nas amostras de MO, ao 

diagnóstico e no monitoramento da DRM, foi realizada de acordo com a metodologia 

padronizada pelo grupo de Biologia Molecular do GBTLI, liderado pelo Dr. José Andrés Yunes 

(Centro Infantil Boldrini, Campinas/SP), tendo sido adaptada a partir da metodologia 

desenvolvida pelo grupo BIOMED (van Dongen et al., 2003). Foram executadas as etapas 

descritas a seguir: 

 

- Amplificação do DNA: o DNA das amostras obtidas ao diagnóstico das crianças com 

LLA de linhagem B foi amplificado por pares de primers de consenso para os genes IgH, IgK, 

TCRG e TCRD. Para as amostras das crianças com LLA-T, foram testados os genes IgH, TCRG, 

TCRD e a microdeleção nos genes Sil-Tal. Os primers selecionados para a triagem inicial dos 

rearranjos clonais e monitoramento da DRM nas LLAs estão descritos na Tabela 2 (van Dongen 

et al., 2003). Nas amostras em que não ocorreu amplificação, a integridade do DNA foi testada 

através de PCR para amplificação do gene FLT3. As reações de PCR foram realizadas no 

termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). Como controle negativo, foi 

utilizada água no lugar do DNA e, como controle de amplificações inespecíficas, foi utilizado 

um pool de DNAs extraídos de células mononucleadas, obtidas de sangue periférico de doadores 

sem doença hematológica e com participação também atestada em TCLE. 
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Tabela 2 – Primers selecionados para triagem inicial dos rearranjos clonais e para a análise da DRM por PCR 

convencional nas LLAs B e T derivadas
a
 

Primer Forward         (Sequencia5’3’) Primer Reverso            (Sequencia    5’3’) 
LLA* 

B T 

gene IgH 

VH1-FR2 CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA JHcon 
 

CTTACCTGAGGAGACGGTGACC 

 

x  

VH2-FR2 TGGATCCGTCAGCCCCCAGGGAAGG “ “ x  

VH3-FR2 GGTCCGCCAGGCTCCAGGGAA “ “ x  

VH4-FR2 TGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGG “ “ x  

VH5-FR2 GGGTGCGCCAGATGCCCGGGAAAGG “ “ x  

VH6-FR2 TGGATCAGGCAGTCCCCATCGAGAG “ “ x  

VH7-FR2 TTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA “ “ x  

DH1 GGCGGAATGTGTGCAGGC “ “  x 

DH2 GCACTGGGCTCAGAGTCCTCT “ “ x x 

DH3 GTGGCCCTGGGAATATAAAA “ “ x x 

DH4 AGATCCCCAGGACGCAGCA “ “  x 

DH5 CAGGGGGACACTGTGCATGT “ “  x 

DH6 TGACCCCAGCAAGGGAAGG “ “  x 

DH7 CACAGGCCCCCTACCAGC “ “ x x 

      

gene IgK 
Vk1/6 TCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG Kde CCTCAGAGGTCAGAGCAGGTTGTCCTA x  

Vk2 GGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTC “ “ x  

Vk3 CCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCC “ “ x  

INTR CGTGGCACCGCGAGCTGTAGAC “ “ 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 “ “  x 

Vd3 GTACCGGATAAGGCCAGATTA “ “  x 

Dd2 AGCGGGTGGTGATGGCAAAGT “ “  x 

Vd2 ATACCGAGAAAAGGACATCTATG Dd3 TGGGACCCAGGGTGAGGATAT x x 

Dd2 AGCGGGTGGTGATGGCAAAGT “ “ x x 

      

SIL-TAL 
Sil5 AAGGGGAGCTAGTGGGAGAAA Tal1 AGAGCCTGTCGCCAAGAA  x 

a
vanDongen et al., 2003. 

* „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-derivadas. 

 

- Análise de homo/heteroduplex: para caracterização da clonalidade, uma alíquota de 20 

L do produto de PCR foi acrescida de 5 L de Tampão de Amostra 6X (azul de bromofenol 

0,25%; sacarose 40% em água), desnaturada durante 10 min a 94°C, colocada imediatamente 

em gelo por 1 min e renaturada por 1 hora a 4°C. A seguir, foi submetida à eletroforese em gel 
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de acrilamida 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, USA) por 30 minutos e 

exposto à luz ultravioleta (UV). Um marcador de peso molecular, DNA ladder 1Kb plus 

(Invitrogen, USA) foi utilizado para servir de referência de comparação com o fragmento 

amplificado. A Figura 2 ilustra, de forma esquemática, a estratégia de análise de 

homo/heteroduplex. 

 

 

Figura 2 - Diagrama esquemático da técnica de análise de homo/heteroduplex de rearranjos dos genes Ig e 

TCR. 

Adaptado de Langerak et al, 1997. 

 

 - Análise da DRM: para a análise de DRM, foram testados apenas os rearranjos 

clonais identificados ao diagnóstico. As amostras de acompanhamento foram 

consideradas positivas quando as bandas resultantes da análise de homo/heteroduplex 

apresentaram o mesmo padrão de migração e peso molecular das bandas detectadas nas 

amostras ao diagnóstico. 

 

4.3.3 Avaliação da DRM por PCR quantitativa em tempo real  

As amostras que apresentaram resultados discordantes entre as análises por CF e PCR, 

bem como número igual de amostras selecionadas aleatoriamente, foram encaminhadas para 

execução de RQ-PCR no Laboratório de Biologia Molecular do Centro Infantil Boldrini, 

Campinas/SP, que é referência para os estudos do GBTLI, mediante acordo de colaboração, sob 

os cuidados do Dr. José Andrés Yunes. 

Células monoclonais Células monoclonais em 

background policlonal 

Células policlonais 

Desnaturação/renaturação 

heteroduplexes 

homoduplexes 
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Após amplificação do DNA das amostras de MO pelos primers de consenso 

anteriormente descritos e detecção dos rearranjos de Ig e TCR pela análise de 

homo/heteroduplex, as bandas clonais foram retiradas do gel, os produtos de PCR foram 

dissolvidos em água e, a seguir, reamplificados com primers contendo caudas para os 

promotores virais T7 e M13. Foi realizado então o sequenciamento das regiões de rearranjo que 

apresentaram clonalidade e, a seguir, o desenho de primers específicos para cada paciente, para 

determinação quantitativa da DRM por RQ-PCR (van Dongen et al., 2003; van der Velden et 

al., 2007). 

 

4.3.4 Análise estatística 

O método de Kaplan-Meier foi utilizado para estimar as probabilidades de sobrevida 

global (SGLO) e de sobrevida livre de eventos (SLE). A SGLO foi definida como o tempo 

decorrido entre o diagnóstico e o óbito, independente da causa. A SLE foi definida como o 

tempo decorrido entre o diagnóstico e a ocorrência de qualquer um dos seguintes eventos: óbito 

ou ocorrência de recidiva da doença em qualquer sítio. O teste de logrank foi utilizado para 

comparação entre as curvas de sobrevida. 

A possível associação entre variáveis categóricas e contínuas foi avaliada pelo teste 

exato de Fisher e pelos testes não paramétricos de Mann-Whitney ou Kruskal Wallis, 

respectivamente. 

A análise de concordância entre os resultados obtidos na detecção de DRM pelos 

métodos de CF e PCR foi realizada pelo cálculo da taxa de concordância geral e pelo índice de 

Kappa. A seguinte classificação foi utilizada para interpretação do índice de kappa. 

 

Kappa Avaliação 

0,00 a 0,20 Concordância muito fraca 

0,21 a 0,40 Concordância fraca 

0,41 a 0,60 Concordância regular 

0,61 a 0,80 Concordância boa 

0,81 a 1,00 Concordância ótima 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software SPSS (Statistical 

Program for the Social Sciences) versão 21.0, tendo sido considerado como estatisticamente 

significativo o valor de p < 0,05. 
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5. Resultados 

Foram inicialmente incluídos no estudo 47 pacientes com diagnóstico de LLA, 

admitidos no HC-UFMG no período entre setembro de 2013 e dezembro de 2016. Cinco 

pacientes foram excluídos das análises – dois evoluíram para o óbito durante o tratamento de 

indução da remissão; um foi transferido para tratamento em outro centro; e dois, por decisão dos 

pesquisadores responsáveis, por se tratarem de pacientes diagnosticados com recidiva de LLA. 

Assim, a população de estudo foi constituída por 42 pacientes com diagnóstico recente de LLA, 

que preencheram os critérios de inclusão.  

Os participantes do estudo foram representados por 26 meninos e 16 meninas, com 

idades variáveis entre 1 e 17 anos (mediana: 7 anos). Trinta e cinco pacientes (83%) foram 

classificados como portadores de LLA de linhagem B e 7 pacientes (17%) como portadores de 

LLA de linhagem T. Considerando a classificação imunológica das leucemias agudas proposta 

pelo grupo EGIL, os casos de LLA-B foram caracterizados como 1 LLA pró-B, 15 LLA-B 

comum e 19 LLA pré-B; e os casos de LLA-T foram caracterizados como 3 LLA pré-T, 3 LLA-

T cortical e 1 LLA-T madura.  

De acordo com a estratificação de risco para recidiva da doença proposta pelo 

protocolo GBTLI LLA-2009, das 35 crianças com diagnóstico de LLA-B, 14 (40%) foram 

inicialmente classificadas como baixo risco (BR); 20 (57%) como alto risco (AR); e 1 (3%) 

apresentou positividade para o gene de fusão BCR-ABL (LLA-B Ph
+
), tendo sido submetida a 

protocolo de tratamento específico (ANEXO 4). Os 7 pacientes diagnosticados com LLA-T 

foram submetidos a protocolo de tratamento específico (ANEXO 4), preconizado em função do 

maior risco de recidiva da doença, associado ao acometimento da linhagem de células T. As 

características clínicas e biológicas da população de estudo estão descritas na Tabela 3. 

Os dados completos, clínicos e laboratoriais, dos 42 pacientes que compõem a 

população de estudo são apresentados no ANEXO 5. 
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Tabela 3 – Descrição das características clínicas e biológicas da população de estudo 

Variável Número (%)  

Sexo (n=42) 

   Masculino                                                                                                        

   Feminino 

  

26 (62)  

16 (38)  

Idade (n=42) 

   1-9 anos 

   ≥ 9 anos    

  

23 (55)  

19 (45)  

Imunofenótipo (n=42) 

   Linhagem B 

   Linhagem T 

  

35 (83)  

7 (17)  

Global de leucócitos ao diagnóstico (n=42) 

   < 50.000 cel/µL 

   ≥ 50.000 cel/ µL 

  

31 (74)  

11 (26)  

Estadiamento SNC* ao diagnóstico (n=42) 

   SNC 1  

   SNC 2 

   SNC 3 

   PLT negativa 

   PLT positiva 

  

29 (69)  

4 (10)  

2 (5)  

6 (14)  

1 (2)  

Transcrito de fusão BCR-ABL (n=39) 

   Positivo 

   Negativo 

  

1 (3)  

38 (97)  

Transcrito de fusão MLL-AF4 (n=33) 

   Positivo 

   Negativo 

  

0  

33 (100)  

Estratificação do risco ao diagnóstico - GBTLI-2009 (n=42) 

   LLA B - Baixo Risco  

   LLA B - Alto Risco 

   LLA B - Ph
+ 

(presença do cromossoma Ph) 

   LLA T (alto risco associado à linhagem T) 

14 (33)  

20 (48)  

1 (2)  

7 (17)  

*SNC: sistema nervoso central; 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. 

 

5.1 Análise da DRM por citometria de fluxo  

As amostras de medula óssea para acompanhamento do tratamento foram analisadas 

por CF no 15
o
 dia da quimioterapia (D15) em 41 dos 42 pacientes incluídos no estudo, sendo 
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esta avaliação estabelecida como rotina pelo Serviço de Hematologia do HC-UFMG. Um 

paciente (n
o
13) não teve amostra de MO colhida no D15, por decisão da equipe de médicos 

assistentes, pois apresentava contagem elevada de blastos em sangue periférico (> 1.000/µL). 

Amostras sequenciais foram analisadas no dia 35 do tratamento (D35) em 41/42 pacientes – um 

paciente não teve amostra de MO colhida para análise da DRM neste ponto (n
o
13). Na semana 

12 do tratamento (D78 ou período correspondente), foram analisadas amostras de 25/42 

pacientes para avaliação da DRM. A Figura 3 apresenta o fluxograma das etapas executadas 

para a análise de DRM por CF nas amostras dos 42 pacientes incluídos no estudo. 

 

Figura 3– Fluxograma das etapas executadas para análise da DRM por citometria de fluxo nas amostras 

dos 42 pacientes estudados. 
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Para a detecção de DRM na LLA-B, os marcadores CD45, CD19, CD10 e/ou CD34 

foram utilizados como estrutura fixa nas diferentes combinações de anticorpos. Dentre os 

marcadores aberrantes adicionais, os que mais frequentemente se mostraram úteis na distinção 

entre linfoblastos e células precursoras B normais foram o CD38, o CD123 e o CD58 (62,9%, 

40% e 29% dos casos, respectivamente). A Tabela 4 apresenta os marcadores aberrantes 

utilizados nos diversos painéis e as respectivas frequências de expressão, considerando a 

totalidade dos casos de LLA-B estudados (35 pacientes).  

 

Tabela 4 – Frequência de expressão dos marcadores determinantes dos imunofenótipos associados à 

leucemia nos pacientes com LLA-B (n=35)  

Marcadores Expressão antigênica aberrante Frequência - número (%) 

CD10 superexpressão 34 (97,1) 

CD34 superexpressão 24 (68,6) 

CD38 expressão fraca* 22 (62,9) 

CD123 superexpressão 14 (40,0) 

CD58 superexpressão 10 (29,0) 

CD33 expressão cruzada (mieloide) 4 (11,4) 

CD2 expressão cruzada (linfoide T) 3 (8,6) 

CD7 expressão cruzada (linfoide T) 1 (2,9) 

CD20/CD38 expressão assincrônica 1 (2,9) 

*Expressão fraca do CD38 nos linfoblastos em relação à forte intensidade de expressão do antígeno nas 

hematogônias. 

 

Para a detecção de DRM na LLA-T, os marcadores CD45, CD3cy (citoplasma), CD3s 

(superfície), CD2 e/ou CD7 foram utilizados como estrutura fixa nos diferentes tubos, para 

definição das células linfoides T. Dentre os marcadores aberrantes adicionais, os que mais 

frequentemente se mostraram úteis na detecção dos linfoblastos T residuais foram o TdT (71,4% 

dos casos) e o CD99 (71,4% dos casos). A Tabela 5 apresenta os marcadores aberrantes 

utilizados nos diversos painéis e as respectivas frequências de expressão, considerando o total de 

casos de LLA-T incluídos no estudo (n=7). 
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Tabela 5 – Frequência de expressão dos marcadores determinantes dos imunofenótipos associados à 

leucemia nos pacientes com LLA-T (n=7) 

Marcadores Expressão antigênica aberrante Frequência - número (%) 

TdT superexpressão nuclear  5 (71,4) 

CD99 superexpressão 5 (71,4) 

CD34 superexpressão 2 (28,6) 

CD1a superexpressão 2 (28,6) 

CD79a expressão cruzada (linfoide B) 1 (14,3) 

CD33 expressão cruzada (mieloide) 1 (14,3) 

 

A Figura 4 ilustra exemplos de análises do presente estudo que utilizaram alguns dos 

marcadores aberrantes mais frequentes. 

 

 

Figura 4 – Exemplos de detecção da DRM por citometria de fluxo, tendo como base o imunofenótipo 

aberrante detectado ao diagnóstico (amostra D0). 

Painel A: análise de DRM no D35, em paciente com LLA-B (n
o
 20), com base na superexpressão do 

CD58; painel B: análise de DRM nos tempos D35 e D78, em paciente com LLA-B (n
o
 35), com base na 

superexpressão do CD123; painel C: análise de DRM nos tempos D15 e D35, em paciente com LLA-T 

(n
o
 25), com base na superexpressão do CD99. Os cálculos finais da DRM são apresentados 

acompanhando os respectivos gráficos; os resultados expressos como < 0,01% foram considerados 

negativos. 

A 

B 

C 
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Cabe ressaltar que a combinação 10/34/45/19 entrou como constituinte do painel em 

31/35 pacientes com LLA-B (88,6% dos casos). Dentre eles, oito apresentaram linfoblastos 

negativos para o CD34 ao diagnóstico, o que se mostrou útil na detecção de DRM nos pontos 

D35 e D78, por auxiliar na diferenciação entre blastos linfoides B e precursores B normais. 

Entretanto, dentre os casos que expressavam o CD34 ao diagnóstico, o tubo 10/34/45/19 não 

permitiu a distinção acurada entre linfoblastos B e hematogônias em 6/36 amostras (16,7%; 2 

amostras do D35 e 4 amostras do D78), gerando resultados falso-positivos na análise de DRM. 

Nestes casos, a conclusão do resultado foi feita a partir de outras combinações de marcadores 

utilizadas. A Figura 5 ilustra um resultado falso-positivo de DRM pela combinação 

10/34/45/19, em uma amostra do D78 (paciente n
o
 29). 

 

Figura 5 – Análise de DRM em amostra do D78 de paciente com LLA-B (n
o
 29), com o imunofenótipo 

inicial: CD45
+
 fraco, CD19

+
, CD10

+
, CD34

+
, CD123

+
, CD38

+ 
fraco. 

A combinação 10/34/45/19 (painel superior) identificou 0,37% de eventos com imunofenótipo aberrante 

semelhante ao LAIP; a combinação 123/38/45/19 (painel inferior) não confirmou este achado, 

quantificando os eventos aberrantes em níveis inferiores a 0,01% (resultado negativo da DRM). O 

resultado fornecido pela combinação 10/34/45/19 (0,37%) foi considerado falso-positivo, em decorrência 

da presença de precursores B normais (hematogônias) na amostra de MO em regeneração. 

 

Na avaliação das amostras dos pontos D35 e D78, pelo menos duas combinações de 

anticorpos foram utilizadas em 58/66 (87,9%) análises e 3 ou 4 combinações foram utilizadas 

em 20/66 (30,3%) análises.  

A análise da DRM foi considerada positiva quando um cluster de pelo menos 10 

células com fenótipo aberrante foi encontrado, dentre o mínimo de 100.000 eventos adquiridos 
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em cada tubo, o que definiu a sensibilidade analítica de 10
-4

. O número de eventos adquiridos 

situou-se entre 113.510 e 1.135.905 (média: 461.870) nas amostras do D15; entre 173.910 e 

1.043.160 (média: 651.404) nas amostras do D35; e entre 119.925 e 1.011.645 (média: 729.466) 

nas amostras do D78. 

Considerando o ponto de corte de 0,01% para definição de positividade, a DRM foi 

detectada em 36/41 amostras (87,8%) no D15, sendo 21 amostras positivas com resultados ≥ 

0,01% e < 1%; 8 amostras positivas com resultados ≥ 1% e < 10%; e 7 amostras com DRM 

detectável em níveis ≥ 10%. Das amostras colhidas no D35, apenas 7/41 (17,1%) apresentaram 

DRM detectável, sendo 5 amostras positivas com resultados ≥ 0,01% e < 1%; 1 amostra com 

resultado ≥ 1% e < 10%; e 1 amostra com DRM detectável em níveis ≥ 10%. No D78, 7/25 

(28%) amostras foram positivas, todas com resultados iguais ou inferiores a 0,1%. 

De acordo com os critérios de reclassificação da estratificação de risco propostos pelo 

GBTLI-2009, dos 14 pacientes inicialmente classificados como LLA-B - BR, 12 (85,7%) 

permaneceram como tal, sendo na totalidade estratificados como baixo risco intermediário 

(BRI). Cabe ressaltar que este grupo incluiu um paciente que apresentou DRM negativa no D15, 

entretanto seguiu o protocolo preconizado para o subgrupo BRI, em função da evidência de 

infiltração testicular. Os outros 2 (14,3%) pacientes inicialmente classificados como LLA-B - 

BR foram reclassificados como alto risco – respondedor lento (AR-RL). Dos 20 pacientes 

inicialmente classificados como LLA-B - AR, 14 (70%) foram estratificados como alto risco – 

respondedor rápido (AR-RR) e 6 (30%) foram estratificados como AR-RL. O paciente portador 

do gene de fusão BCR-ABL foi estratificado no subgrupo respondedor lento (RL).  

Dentre os 7 pacientes portadores de LLA-T, 4 (57,1%) foram estratificados no 

subgrupo respondedor rápido (RR) e 3 (42,9%) foram estratificados no subgrupo RL. 

 

5.2 Avaliação da concordância entre as técnicas de CF e microscopia 

Análise comparativa entre a avaliação morfológica da remissão medular por 

microscopia e a pesquisa da DRM por CF, no D15 do tratamento, revelou que dos 22 pacientes 

classificados como MO M1, 19 (86,4%) apresentaram DRM detectável no intervalo entre 0,01% 

e 10,01% (média: 0,99%). Todos os pacientes classificados como MO M2 (3 pacientes) e MO 

M3 (7 pacientes) apresentaram DRM positiva em proporções entre 1,5% e 19% (média: 7,8%) e 

0,69% a 65% (média: 19%), respectivamente. Nove pacientes apresentaram resultados 

inconclusivos na avaliação morfológica, sendo que 7 (77,8%) deles apresentaram DRM 

detectável (0,01% a 21,8%; média 3,21%).  
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Na avaliação do D35 do tratamento, 40/42 pacientes tiveram resultados conclusivos da 

avaliação morfológica e pareados com as análises por CF. Destes, 39 pacientes foram 

classificados como MO M1, sendo que 5 (12,8%) deles apresentaram DRM positiva (0,01% a 

1,14%; média: 0,41%); apenas 1 paciente foi classificado como MO M2, tendo apresentado 

DRM positiva, quantificada em 11,37%. As Tabelas 6 e 7 mostram os resultados comparativos 

entre os métodos de CF e microscopia. 

 

Tabela 6 – Comparação entre a avaliação morfológica do esfregaço de medula óssea e a DRM por 

citometria de fluxo das amostras colhidas no D15, nas 42 crianças estudadas 

ID D15 - microscopia D15 - CF qualitativa D15 – CF 

quantitativa (%) 

Faixa (média) 

3,5,7,9,10,11,12,15,16, 

17,18,22,24,30,32,33, 

38,41,42 

MO M1  Positivo*  0,01 a 10,01 (0,99) 

    

26,34,37 MO M1  Negativo**  < 0,01 

8,20,21 MO M2  Positivo 1,5 a 19 (7,8) 

4,6,14,23,25,31,40 MO M3  Positivo 0,69 a 65 (19) 

1,2,19,28,29,35,39 Inconclusivo/amostra 

hipocelular 

Positivo 0,01 a 21,8 (3,21) 

27,36 Inconclusivo/amostra 

hipocelular 

Negativo < 0,01 

13 Não realizado Não realizado  

ID: identificação do paciente no banco de dados; D15: 15º dia da quimioterapia; CF: citometria de fluxo; 

MO M1: esfregaço de medula óssea com < 5% de linfoblastos; MO M2: esfregaço de medula óssea com 

5 a 25% de linfoblastos; MO M3: esfregaço de medula óssea com > 25% de linfoblastos 

*Citometria de fluxo positivo: ≥ 0,01%; **Citometria de fluxo negativo: < 0,01% 
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Tabela 7 – Comparação entre a avaliação morfológica do esfregaço de medula óssea e a DRM por 

citometria de fluxo das amostras colhidas no D35, nas 42 crianças estudadas. 

ID D35 - microscopia D35 - CF qualitativa D35 – CF 

quantitativa (%) 

Faixa (média) 

7,19,20,35,40 MO M1  Positivo* 0,01 a 1,14 (0,41) 

    

1,2,3,4,5,6,8,9,10,11, 

14,15,16,17,18,21,22, 

23,24,25,26,27,28,29, 

30,32,33,34,36,37,38, 

39,41,42 

MO M1  Negativo**   

    

13 MO M1  Não realizado  

31 MO M2  Positivo 11,37 

12 Inconclusivo/amostra 

hipocelular 

Positivo 0,01 

ID: identificação do paciente no banco de dados; D35: 35º dia da quimioterapia; CF: citometria de fluxo; 

MO M1: esfregaço de medula óssea com < 5% de linfoblastos; MO M2: esfregaço de medula óssea com 

5 a 25% de linfoblastos; MO M3: esfregaço de medula óssea com > 25% de linfoblastos 

*Citometria de fluxo positivo: ≥ 0,01%; **Citometria de fluxo negativo: < 0,01% 

 

5.3 Análise da DRM por PCR 

Foi possível fazer a análise de DRM por PCR em 40/42 pacientes – um paciente não 

teve amostra de MO colhida para triagem dos rearranjos clonais de Ig e/ou TCR ao diagnóstico e 

o outro não apresentou rearranjos clonais detectados na triagem, o que inviabilizou as análises 

das amostras do seguimento. A análise de DRM por PCR no D35 foi realizada em 38/40 

pacientes – dois pacientes não tiveram amostra de MO colhida para o teste molecular ao final da 

indução. Na semana 12 do tratamento, foram analisados 25/40 pacientes – 15 pacientes não 

tiveram amostra de MO colhida neste tempo de avaliação. A Figura 6 apresenta o fluxograma 

das etapas executadas para a análise de DRM por PCR nas amostras dos 42 pacientes incluídos 

no estudo. 
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Figura 6– Fluxograma das etapas executadas para análise da DRM por PCR convencional nas amostras dos 42 

pacientes estudados. 

 

Dentre os 35 pacientes com LLA-B, um não teve amostra de MO colhida para o teste 

molecular ao diagnóstico. Dentre os 34 pacientes avaliados, pelo menos um rearranjo clonal de 

Ig/TCR foi identificado em 33 (97,1%); 20 pacientes (58,8%) apresentaram de 2 a 4 rearranjos 

clonais; e 7 pacientes (20,6%) apresentaram de 5 a 7 rearranjos clonais. O rearranjo mais 

frequentemente detectado na LLA-B foi de IgH (79,4% dos casos), seguido por TCRD (47,1%), 
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TCRG (41,2%) e IgK (35,3%). Dentre os rearranjos de IgH, os mais frequentes foram VH3, 

VH1 e VH7 (44,1%, 26,5% e 26,5% dos casos, respectivamente); dentre os rearranjos de TCRD, 

Vd2Dd3 foi o mais frequente, encontrado em 38,2% dos casos; e VgIf foi o principal 

representante de TCRG, presente em 26,5% dos casos. Os rearranjos de IgK (Vk1, Vk2, Vk3 e 

Intron) foram encontrados em frequências semelhantes (8,8 a 14,7% dos casos). A Tabela 8 

descreve as frequências dos rearranjos clonais detectados na LLA-B. 

 

                         Tabela 8 - Frequência de rearranjos de Ig/TCR em 34 crianças com LLA-B 

Rearranjo clonal Ig/TCR Frequência 

IgH  

VH1-FR2 9/34 (26,5%) 

VH2-FR2 4/34 (11,8%) 

VH3-FR2 15/34 (44,1%) 

VH4-FR2 4/34 (11,8%) 

VH5-FR2 4/34 (11,8%) 

VH6-FR2 4/34(11,8%) 

VH7-FR2 9/34 (26,5%) 

DH2 5/34 (14,7%) 

DH3 3/34 (8,8%) 

DH7 3/34 (8,8%) 

IgK  

Vk1/6 4/34 (11,8%) 

Vk2 4/34 (11,8%) 

Vk3 3/34 (8,8%) 

INTR 5/34 (14,7%) 

TCRG  

VgIf 9/34 (26,5%) 

Vg9 4/34 (11,8%) 

Vg11 4/34 (11,8%) 

TCRD  

Vd2Dd3 13/34 (38,2%) 

Dd2Dd3 4/34 (11,8%) 

Ig: imunoglobulina; TCR: receptor de células T; LLA: leucemia linfoide 

aguda; IgH: imunoglobulina de cadeia pesada; IgK: imunoglobulina de 

cadeia leve Kappa; TCRG: receptor de células T gamma; TCRD:  receptor de 

células T delta 

 

Os 7 pacientes (100%) portadores de LLA-T apresentaram rearranjos clonais de Ig/TCR 

identificados ao diagnóstico – 3 pacientes apresentaram apenas 1 rearranjo e 4 pacientes 

apresentaram de 2 a 4 rearranjos clonais. O rearranjo mais frequente foi de TCRG (85,7% dos 

casos), seguido por IgH e TCRD em proporções iguais (42,9% dos casos) e, em seguida, Sil-Tal 
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(14,3% dos casos). VgIf foi o principal representante de TCRG e o único rearranjo que, 

isoladamente, sobressaiu em frequência na LLA-T, tendo sido detectado em 5/7 pacientes 

(71,4%). A Tabela 9 descreve as frequências dos rearranjos clonais detectados na LLA-T. 

 

              Tabela 9 - Frequência de rearranjos de Ig/TCR em 7 crianças com LLA-T 

Rearranjo clonal Ig/TCR Frequência 

IgH  

DH1 1/7 (14,3%) 

DH4 1/7 (14,3%) 

DH6 2/7 (28,6%) 

TCRG  

VgIf 5/7 (71,4%) 

Vg10 2/7 (28,6%) 

TCRD  

Vd1 2/7 (28,6%) 

Vd2Dd3 1/7 (14,3%) 

SIL-TAL 1/7 (14,3%) 

Ig: imunoglobulina; TCR: receptor de células T; LLA: leucemia linfoide 

aguda; IgH: imunoglobulina de cadeia pesada; TCRG: receptor de células T 

gamma; TCRD:  receptor de células T delta 

 

Na monitorização da DRM por PCR, foram avaliados 38/42 (90,5%) pacientes no D35 

e 25/42 (59,5%) pacientes no D78. A análise foi realizada com pelo menos 2 marcadores clonais 

em 28/38 (73,7%) amostras do D35 e em 21/25 (84%) amostras do D78. O resultado foi 

considerado positivo em 5/38 (13,2%) pacientes no D35, sendo 2/31 (6,5%) com LLA-B e 3/7 

(42,9%) com LLA-T. Na análise do D78, a DRM se mostrou positiva em 3/25 (12%) pacientes, 

sendo 1/22 (4,5%) com LLA-B e 2/3 (66,7%) com LLA-T. A Figura 7 ilustra a análise de DRM 

por PCR em dois pacientes monitorados nos pontos D35 e D78 (pacientes nº 6 e nº 13).  
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Figura 7 - Exemplo de avaliação da DRM através da detecção do rearranjo de TCRG (VgIf) por PCR 

convencional (análise homo/heteroduplex), com peso molecular esperado entre 200 e 255 pb.  

Linhas 1, 2 e 3: paciente nº 6 (LLA-B) - amostra do diagnóstico (D0) e resultado negativo da pesquisa de 

DRM nos tempos D35 e D78, respectivamente. Linhas 4, 5 e 6: paciente nº 13 (LLA-T) - amostra do 

diagnóstico (D0) e resultado positivo da pesquisa de DRM nos tempos D35 e D78, respectivamente. 

Poliacrilamida 12%. M = marcador de peso molecular.  

 

5.4 Avaliação da concordância entre as técnicas de CF e PCR 

Avaliações pareadas de DRM por CF e PCR foram realizadas em 61/68 (89,7%) 

amostras de MO colhidas nos pontos D35 e D78. A taxa de concordância geral entre as duas 

metodologias foi de 88,5% (54/61 amostras). Foram observados 7 resultados discordantes, 

ocorridos em 3/37 amostras do D35 (taxa de concordância de 91,9%) e em 4/24 amostras do 

D78 (taxa de concordância de 83,3%). Os perfis de resultados das 68 amostras analisadas por 

CF e/ou PCR estão descritos nas Tabelas 10 e 11. Dos 7 resultados discordantes, 6 

apresentaram resultados positivos por CF em níveis inferiores a 0,1% e negativos por PCR. Uma 

amostra do ponto D35 apresentou resultado positivo por PCR e negativo por CF. O índice de 

Kappa, utilizado para avaliar a intensidade de concordância entre os dois métodos, revelou boa 

concordância (índice de Kappa = 0,62; IC 95%, 0,23 – 1,01; p < 0,001) nas análises do D35 e 

regular (índice de Kappa = 0,52; IC 95%, 0,09 – 0,94; p = 0,004) nas análises do D78. Os dados 

da avaliação de concordância entre os métodos de CF e PCR estão descritos na Tabela 12. 
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Tabela 10 – Comparação entre a avaliação da DRM por citometria de fluxo e por PCR convencional das 

amostras colhidas no D35, nas 42 crianças estudadas 

ID D35 CF D35 PCR 

1,2,3,4,5,6,9,10,14,16,17,18,21,22,23,24,25,26,27,28,29, 

30,32,33,34,36,37,38,39,41,42 

NEGATIVO NEGATIVO 

7,31,40 POSITIVO POSITIVO 

8 NEGATIVO POSITIVO 

12,35 POSITIVO NEGATIVO 

19,20 POSITIVO NÃO REALIZADO 

11,15 NEGATIVO NÃO REALIZADO 

13 NÃO REALIZADO POSITIVO 

ID: identificação do paciente no banco de dados; D35: 35º dia de quimioterapia; CF: citometria de fluxo;  

PCR: reação em cadeia da polimerase 

 

Tabela 11 – Comparação entre a avaliação da DRM por citometria de fluxo e por PCR convencional das 

amostras colhidas no D78 ou período equivalente, nas 26 crianças estudadas 

ID D78 CF D78 PCR 

12,14,15,16,17,18,24,26,29,30,35,36,37,38,39,41,42 NEGATIVO NEGATIVO 

13,32,40 POSITIVO POSITIVO 

5,6,21,27 POSITIVO NEGATIVO 

11 NEGATIVO NÃO REALIZADO 

20 NÃO REALIZADO NEGATIVO 

ID: identificação do paciente no banco de dados; D78: 78º dia de quimioterapia; CF: citometria de fluxo; 

 PCR: reação em cadeia da polimerase 

 

Tabela 12 – Avaliação de concordância entre os resultados da análise de DRM pelos métodos de CF e 

PCR, nos pontos D35 e D78 

 DRM – D35 DRM – D78 

 PCR PCR 

 Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total 

CF       

  Negativo 31 1 32 17 0 17 

  Positivo 2 3 5 4 3 7 

  Total 33 4 37 21 3 24 

Kappa/p 0,62  

(IC 95%, 0,23-1,01; p < 0,001) 

0,52  

(IC 95%, 0,09-0,94; p = 0,004) 

Concordância 34/37 = 91,9% 20/24 = 83,3% 

Concordância geral 54/61 = 88,5%  

DRM: doença residual mínima; D35: 35º dia de quimioterapia; D78: 78º dia de quimioterapia; CF: 

citometria de fluxo; PCR: reação em cadeia da polimerase 
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Para esclarecimento dos resultados discordantes, foi viabilizada a realização de RQ-

PCR dessas amostras e de outras 5 amostras com resultados concordantes, que serviram como 

“controle” do processo. As amostras “controle” apresentaram resultados da análise de DRM por 

RQ-PCR concordantes com os resultados obtidos por CF e PCR. Dentre as 7 amostras 

discordantes, a RQ-PCR confirmou os resultados da PCR convencional em 5 (4 amostras 

negativas e 1 positiva) e os resultados da CF em 2 amostras positivas. Os resultados das 

amostras analisadas pelas três metodologias estão expressos na Tabela 13. 

 

Tabela 13 – Comparação entre as análises de DRM por citometria de fluxo, PCR convencional e RQ-PCR 

das 7 amostras com resultados discordantes, analisadas pelo Laboratório de Biologia Molecular do Centro 

Infantil Boldrini, Campinas/SP 

ID Linhagem Amostra DRM por CF DRM por PCR DRM por RQ-PCR 

5 LLA-B D78 POS (0,02%) NEG NEG (< 0,01%) 

6 LLA-B D78 POS (0,10%) NEG POS (0,00118%) 

8 LLA-B D35 NEG (< 0,01%) POS POS (0,00248%) 

12 LLA-B D35 POS (0,01%) NEG NEG (< 0,01%) 

21 LLA-B D78 POS (0,03%) NEG NEG (< 0,01%) 

27 LLA-B D78 POS (0,02%) NEG NEG (< 0,001%) 

35 LLA-B D35 POS (0,06%) NEG POS (0,209%) 

ID: identificação do paciente no banco de dados; LLA-B: leucemia linfoide aguda de linhagem B; D35: 

35º dia da quimioterapia; D78: 78º dia de quimioterapia ou período equivalente; CF: citometria de fluxo; 

PCR: reação em cadeia da polimerase; RQ-PCR: PCR quantitativa em tempo real; POS: positivo; NEG: 

negativo 

 

Cabe ressaltar que uma das amostras do D78 enviada como “controle” se refere a um 

paciente posteriormente excluído das análises, por se tratar de um diagnóstico de recidiva de 

LLA. Outras duas amostras (D35 e D78), com resultados positivos concordantes entre CF e 

PCR convencional, também enviadas como “controles”, não tiveram as análises de RQ-PCR 

realizadas - uma por inadequação da amostra enviada e outra por baixa sensibilidade dos 

primers testados (< 10
-3

). 

 

5.5 Avaliação da associação entre os resultados de DRM e outros fatores prognósticos 

em LLA infantil 

A análise de associação entre os resultados de DRM por CF e PCR, nos pontos D35 e 

D78, e diferentes fatores clínicos e biológicos determinantes do prognóstico em LLA infantil 

revelou associação significativa apenas entre linhagem celular acometida e DRM por PCR, nos 
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dois pontos de avaliação (D35: p = 0,037; D78: p = 0,032). Para as análises envolvendo o fator 

“linhagem celular”, optou-se por excluir o paciente portador do gene de fusão BCR-ABL. Foi 

verificado que, no D35, apenas 6,7% dos pacientes com LLA-B apresentaram resultado positivo 

da DRM por PCR, enquanto, no grupo com LLA-T, 42,9% apresentaram DRM positiva. Na 

avaliação do D78, o resultado da DRM por PCR foi negativo na maioria dos pacientes com 

LLA-B (95,2%) e positivo na maioria dos pacientes com LLA-T (66,7%). Não foram verificadas 

associações significativas entre os resultados de DRM e os demais fatores prognósticos 

avaliados - idade, contagem de leucócitos ao diagnóstico (2 e 3 categorias) e envolvimento do 

SNC. As análises de associação entre os resultados da DRM e os fatores prognósticos estão 

descritas nas Tabelas 14 (D35) e 15 (D78). 
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Tabela 14 – Análise de associação entre a avaliação de DRM no ponto D35, por CF e PCR, e fatores 

clínicos e biológicos determinantes do prognóstico em LLA infantil 

 DRM D35 - CF DRM D35 - PCR 

Variáveis Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total 

Idade 

< 9 anos 19 (82,6%) 4 (17,4%) 23  19 (90,5%) 2 (9,5%) 21  

≥ 9 anos 15 (83,3%) 3 (16,7%) 18  14 (82,4%) 3 (17,6%) 17  

Total 34 (82,9%) 7 (17,1%) 41  33 (86,8%) 5 (13,2%) 38 

p 1,000 0,640 

   

Linhagem celular acometida* 

Linhagem B 29 (85,3%) 5 (14,7%) 34 28 (93,3%) 2 (6,7%) 30 

Linhagem T 4 (66,7%) 2 (33,3%) 6 4 (57,1%) 3 (42,9%) 7 

Total 33 (82,5%) 7 (17,5%) 40 32 (86,5%) 5 (13,5%) 37 

p 0,279 0,037 

   

Contagem de leucócitos ao diagnóstico (cel/µL) – 2 categorias 

< 50.000 25 (80,6%) 6 (19,4%) 31  24 (88,9%) 3 (11,1%) 27 

≥ 50.000 9 (90%) 1 (10%) 10  9 (81,8%) 2 (18,2%) 11  

Total 34 (82,9%) 7 (17,1%) 41  33 (86,8%) 5 (13,2%) 38  

p 0,660 0,615 

   

Contagem de leucócitos ao diagnóstico (cel/µL) – 3 categorias 

< 50.000 25 (80,6%) 6 (19,4%) 31  24 (88,9%) 3 (11,1%) 27  

50.000├─100.000 4 (100%) 0 (0%) 4  4 (100%) 0 (0,0%) 4  

≥ 100.000 5 (83,3%) 1 (16,7%) 6  5 (71,4%) 2 (28,6%) 7 

Total 34 (82,9%) 7 (17,1%) 41 33 (86,8%) 5 (13,2%) 38  

p 1,000 0,291 

   

Envolvimento do sistema nervoso central 

Negativo 32 (84,2%) 6 (15,8%) 38  31 (88,6%) 4 (11,4%) 35  

Positivo 2 (66,7%) 1 (33,3%) 3 2 (66,7%) 1 (33,3%) 3  

Total 34 (82,9%) 7 (17,1%) 41  33 (86,8%) 5 (13,2%) 38  

p 0,439 0,353 

DRM: doença residual mínima; D35: 35º dia da quimioterapia; CF: citometria de fluxo; PCR: reação em  

cadeia da polimerase 

* A análise de associação com o fator linhagem celular acometida foi feita após exclusão do paciente  

portador do gene de fusão BCR-ABL 

Nota: a probabilidade de significância (p) refere-se ao teste exato de Fisher 
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Tabela 15 – Análise de associação entre a avaliação de DRM no ponto D78, por CF e PCR, e fatores 

clínicos e biológicos determinantes de prognóstico em LLA infantil 

 DRM D78 - CF DRM D78 - PCR 

Variáveis Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total 

Idade 

< 9 anos 10 (71,4%) 4 (28,6%) 14  13 (92,9%) 1 (7,1%) 14  

≥ 9 anos 8 (72,7%) 3 (27,3%) 11  9 (81,8%) 2 (18,2%) 11  

Total 18 (72%) 7 (28%) 25 22 (88%) 3 (12%) 25  

p 1,000 0,565 

   

Linhagem celular acometida * 

Linhagem B 16 (76,2%) 5 (23,8%) 21 20(95,2%) 1 (4,8%) 21 

Linhagem T 1 (33,3%) 2 (66,7%) 3  1 (33,3%) 2 (66,7%) 3  

Total 17 (70,8%) 7 (29,2%) 24 21 (87,5%) 3 (12,5%) 24 

p 0,194 0,032 

   

Contagem de leucócitos ao diagnóstico (cel/µL) – 2 categorias 

< 50.000 15 (78,9%) 4 (21,1%) 19  17 (89,5%) 2 (10,5%) 19  

≥ 50.000 3 (50%) 3 (50%) 6  5 (83,3%) 1 (16,7%) 6  

Total 18 (72%) 7 (28%) 25  22 (88%) 3 (12%) 25 

p 0,298 1,000 

   

Contagem de leucócitos ao diagnóstico (cel/µL) – 3 categorias 

< 50.000 15 (78,9%) 4 (21,1%) 19  17 (89,5%) 2 (10,5%) 19  

50.000├─100.000 2 (66,7%) 1 (33,3%) 3  3 (100%) 0 (0,0%) 3 

≥ 100.000 1 (33,3%) 2 (66,7%) 3  2 (66,7%) 1 (33,3%) 3 

Total 18 (72%) 7 (28%) 25  22 (88%) 3 (12%) 25 

p 0,339 0,579 

   

Envolvimento do sistema nervoso central 

Negativo 16 (69,6%) 7 (30,4%) 23 20 (87%) 3 (13%) 23 

Positivo 2 (100%) 0 (0,0%) 2 2 (100%) 0 (0%) 2 

Total 18 (72%) 7 (28%) 25 22 (88%) 3 (12%) 25 

p 1,000 1,000 

DRM: doença residual mínima; D78: 78º dia da quimioterapia; CF: citometria de fluxo; PCR: reação em  

cadeia da polimerase 

* A análise de associação com o fator linhagem celular acometida foi feita após exclusão do paciente  

portador do gene de fusão BCR-ABL 

Nota: a probabilidade de significância (p) refere-se ao teste exato de Fisher 
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5.6 Avaliação da influência da detecção de DRM e de outros fatores prognósticos nas 

probabilidades de sobrevida global e livre de eventos 

Do total de pacientes incluídos no estudo, 7/42 (16,7%) apresentaram recidiva da 

doença – 3 com diagnóstico de LLA-T (2 RR e 1 RL) e 4 com LLA-B – um estratificado como 

BRI, dois estratificados como AR (1 AR-RR e 1 AR-RL) e um portador do gene de fusão BCR-

ABL. Quatro pacientes apresentaram recidiva isolada de MO e 3 apresentaram recidiva 

combinada de MO e SNC. A DRM foi avaliada no D15 em 6 destes pacientes, sendo positiva 

em todos eles. Na análise do D35 por CF, a DRM foi negativa nos 6 pacientes avaliados. Os 7 

pacientes foram avaliados por PCR no D35, sendo que 6 apresentaram resultados negativos, 

concordantes com a CF, e apenas um apresentou DRM detectável, entretanto, sem análise 

pareada por CF. A DRM foi avaliada no D78 por CF em 4 destes pacientes, tendo apresentado 

resultado positivo em 2 deles. A análise por PCR foi concordante em apenas um destes 

resultados positivos. A amostra que apresentou discordância de resultados foi avaliada por RQ-

PCR, que confirmou a positividade da análise por CF. Dos 7 pacientes que apresentaram 

recaída, 5 evoluíram para o óbito, no intervalo entre 1 e 6 meses após o diagnóstico da recidiva. 

Os dados clínicos e laboratoriais dos pacientes que evoluíram com recidiva da LLA estão 

descritos na Tabela 16. Cabe relatar ainda que um paciente com LLA-T não entrou em remissão 

medular e evoluiu para o óbito, oito meses após o diagnóstico inicial.  
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Tabela 16 – Dados clínicos e laboratoriais dos pacientes que evoluíram com recidiva da LLA 

ID Classif Risco Recidiva Óbito DRM 

     D15 D35 D78 

     CF* CF* PCR CF* PCR RQ-PCR 

2 LLA-B BRI MO/SNC Não 0,08% <0,01% NEG NR NR NR 

3 LLA-T RR MO/SNC Sim 0,02% <0,01% NEG NR NR NR 

6 LLA-B AR-RL MO Sim 65% <0,01% NEG 0,10% NEG POS  

(0,00118%) 

13 LLA-T RL MO Sim NR NR POS 0,04% POS NR 

14 LLA-B Ph+ RL MO Sim 5,54% <0,01% NEG <0,01% NEG NR 

18 LLA-B AR-RR MO Sim 0,53% <0,01% NEG <0,01% NEG NR 

25 LLA-T RR MO/SNC Não 1,30% <0,01% NEG NR NR NR 

LLA: leucemia linfoide aguda; ID: identificação do paciente no banco de dados; Classif: classificação da doença 

quanto à linhagem celular; D15: 15º dia de quimioterapia; D35: 35º dia de quimioterapia; D78: 78º dia de 

quimioterapia ou período equivalente; CF: citometria de fluxo; PCR: reação em cadeia da polimerase; RQ-PCR: 

PCR quantitativa em tempo real; BRI: baixo risco intermediário; RR: respondedor rápido; AR-RL: alto risco - 

respondedor lento; RL: respondedor lento; Ph+ RL: cromossomo Philadelphia positivo - respondedor lento; AR-

RR: alto risco – respondedor rápido; SNC: sistema nervoso central; MO: medula óssea; POS: positivo; NEG: 

negativo; NR: não realizado 

*DRM < 0,01% corresponde a resultado negativo da CF 

 

O tempo de seguimento clínico dos pacientes variou de 6 a 46 meses (mediana: 27 

meses). A probabilidade estimada de sobrevida global (SGLO) aos 3,8 anos, para os 42 

pacientes incluídos no estudo, foi de 75,1% (± 9,9%). A probabilidade estimada de sobrevida 

livre de eventos (SLE), aos 3,8 anos, foi de 50,5% (± 21,4%). As Figuras 8 e 9 mostram o 

comportamento dos pacientes em relação à SGLO e SLE, respectivamente. 
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Figura 8 - Probabilidade de sobrevida global para 42 pacientes com diagnóstico de LLA 

 

 

Figura 9 - Probabilidade de sobrevida livre de eventos para 42 pacientes com diagnóstico de LLA 

 

Para a análise de sobrevida considerando o fator linhagem celular, optou-se por excluir 

o paciente portador do gene de fusão BCR-ABL. O grupo de pacientes com LLA-T apresentou 

probabilidade de sobrevida global de 53,6% (± 20,1%), significativamente menor à 
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probabilidade estimada dos pacientes com LLA-B (88,5 ± 7,6%; p = 0,001), conforme 

demonstrado na Figura 10. Uma menor SGLO foi também identificada no grupo com contagem 

de leucócitos ao diagnóstico igual ou superior a 50.000 cel/µL (35,8 ± 2,63%), quando 

comparado aos pacientes com menos de 50.000 cel/µL (85,9 ± 9,5%; p = 0,0001), conforme 

ilustrado pela Figura 11. Os demais fatores prognósticos avaliados (idade, p = 0,160; 

estratificação inicial do risco, p = 0,131;  e detecção de DRM nos tempos D15 por CF, p = 

0,705; D35 por CF, p = 0,334; D35 por PCR, p = 0,683; e D78 por CF, p = 0,328) não 

influenciaram de forma significativa a SGLO dos pacientes estudados, até o momento da 

análise. As análises da probabilidade de SGLO em relação à detecção de DRM no D78 por PCR 

e ao envolvimento do SNC não foram realizadas, em função do pequeno número de casos nos 

grupos com PCR positivo e acometimento do SNC, ambos com menos de cinco casos, o que 

torna inadequada a realização de curvas de sobrevida. 

 

 

Figura 10 - Probabilidade de sobrevida global (SGLO) para 41 pacientes diagnosticados com LLA, de 

acordo com a linhagem celular acometida (p = 0,001). 

Nota: o paciente classificado como LLA-B - Ph
+ 

(presença do cromossoma Ph) foi excluído da 

análise. 
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Figura 11 - Probabilidade de sobrevida global (SGLO) para 42 pacientes diagnosticados com LLA, de 

acordo com a contagem global de leucócitos ao diagnóstico (p = 0,0001) 

 

Os pacientes com LLA de linhagem B apresentaram SLE significativamente superior 

àqueles com LLA-T (p = 0,001), conforme pode ser visto na Figura 12. Maior probabilidade de 

SLE foi também observada no grupo de pacientes com contagem de leucócitos ao diagnóstico 

inferior a 50.000 cel/µL, em relação ao grupo com leucometria igual ou superior a 50.000 cel/µL 

(p = 0,00009), conforme demonstrado na Figura 13. A probabilidade de SLE não foi avaliada 

em relação à detecção de DRM no D78 por PCR e ao envolvimento do SNC, pelo mesmo 

motivo relatado na análise da SGLO. Os demais fatores prognósticos avaliados (idade, p = 

0,231; estratificação inicial do risco, p = 0,671; e detecção de DRM nos tempos D15 por CF, p = 

0,582; D35 por CF, p = 0,336; D35 por PCR, p = 0,664; e D78 por CF, p = 0,271) não 

influenciaram de forma significativa a SLE dos pacientes estudados, até o momento da análise.  
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Figura 12 - Probabilidade de sobrevida livre de eventos (SLE) para 41 pacientes diagnosticados com 

LLA, de acordo com a linhagem celular acometida (p = 0,001). 

Nota: o paciente classificado como LLA-B - Ph
+ 

(presença do cromossoma Ph) foi excluído da 

análise. 

 

Figura 13 - Probabilidade de sobrevida livre de eventos (SLE) para 42 pacientes diagnosticados com 

LLA, de acordo com a contagem global de leucócitos ao diagnóstico (p = 0,00009). 
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6. Discussão 

Este estudo teve como objetivo principal a comparação de resultados obtidos pelas 

metodologias de CF e PCR convencional, na análise de DRM, em amostras de MO colhidas em 

dois pontos de monitorização do tratamento quimioterápico da LLA infantil, previstos pelo 

protocolo GBTLI LLA-2009 (D35 e D78). Em um primeiro momento, cabe considerar que os 

dois métodos apresentam limites de sensibilidade analítica distintos, sendo a CF mais sensível 

do que a PCR (10
-4

 e 10
-2

 a 10
-3

, respectivamente). Quanto à sensibilidade dos ensaios de CF 

para a detecção de DRM, a literatura relata que este é um parâmetro que depende essencialmente 

do número total de células adquiridas e analisadas, mas também de fatores como o grau de 

aberrância da célula neoplásica detectada ao diagnóstico e a presença de background de 

precursores B normais nas amostras de acompanhamento (Coustan-Smith et al., 2010; Borowitz 

et al., 2015; Wood, 2016). Neste estudo, a aquisição do número mínimo de 100.000 células em 

cada amostra processada (médias de 651.404 e 729.466 células nos tempos D35 e D78, 

respectivamente) permitiu alcançar o limite de sensibilidade analítica de 10
-4

, considerando a 

estratégia de análise previamente descrita por vários autores (Malec et al., 2001; Béné et al., 

2009; Luria et al., 2010; Thörn et al., 2011; Gaipa et al., 2012). Adicionalmente, a pesquisa 

ampliada de marcadores aberrantes ao diagnóstico propiciou a construção de painéis 

informativos para a detecção de DRM, o que possibilitou a distinção entre linfoblastos 

leucêmicos e hematogônias, na grande maioria das amostras analisadas. 

No presente estudo, foi verificado maior poder de detecção de blastos residuais pela 

CF, em comparação com a análise por microscopia, o que reforça a essência da pesquisa de 

DRM, que se propõe a detectar blastos residuais não identificados pela análise morfológica. 

Nesta casuística, a avaliação de DRM por CF forneceu vários resultados positivos em amostras 

de MO consideradas em remissão pela morfologia e permitiu, ainda, a análise robusta de 

amostras consideradas inconclusivas pela microscopia, demonstrando o seu melhor desempenho 

na monitorização do tratamento da LLA.  

Por outro lado, as análises de correlação entre os resultados de DRM obtidos pelos 

métodos de CF e PCR convencional revelaram alta concordância geral entre os dois métodos, 

nos dois pontos de coleta avaliados. Este resultado foi corroborado pelos índices de Kappa, que 

classificaram as intensidades de concordância como boa e regular, nas análises dos tempos D35 

e D78, respectivamente. Os resultados discordantes, verificados em 7/61 amostras, foram 

esclarecidos pelo método de RQ-PCR, considerado padrão ouro para a detecção de DRM. 

Assim, foram identificados dois resultados falso-negativos da DRM por PCR convencional e 

cinco resultados falsos da DRM por CF (um resultado falso-negativo e quatro resultados falso-
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positivos). Os resultados falso-negativos foram atribuídos ao limite de sensibilidade analítica 

dos métodos. Cabe ressaltar que as amostras que apresentaram resultados falso-negativos por 

PCR (pacientes nº 6 e 35) foram avaliadas com o uso de, pelo menos, três marcadores 

moleculares que, por sua vez, apresentaram interpretações concordantes, descartando possíveis 

falhas de análise. Quanto aos resultados falso-positivos da CF (pacientes nº 5, 12, 21 e 27), 

merece destaque o fato de que demonstraram a presença de blastos residuais em proporções 

muito baixas (0,01 a 0,03%), próximas ao ponto de corte. Revisão retrospectiva destas análises 

revelou os seguintes erros analíticos como prováveis determinantes dos resultados falsos: 1 - 

baixa viabilidade celular, definida pela marcação com o corante SYTO 13 (< 60%), o que gerou 

um fator de correção elevado no cálculo da DRM, superestimando o resultado em duas 

amostras; 2 - caracterização errônea de células com o imunofenótipo CD19
+
, CD10

+
, CD45

+
 

fraco e CD34
-  

como blastos residuais, quando poderiam representar hematogônias em processo 

de maturação, em duas amostras; 3 - dificuldade de distinção do CD38 fraco a moderado, 

característico dos blastos, daquele de forte intensidade, característico das hematogônias, em duas 

amostras. Em estudo recente publicado por Theunissen e colaboradores (2017), que compararam 

a análise de DRM por CF de alta sensibilidade e RQ-PCR, de 17 resultados discordantes dentre 

227 amostras analisadas, 6 (35%) foram associados a falhas de interpretação dos dados de CF. 

Os autores consideraram que a interpretação dos dados de CF depende da experiência técnica 

dos profissionais envolvidos e também das características da população celular suspeita - 

tamanho, homogeneidade e grau de aberrância das células neoplásicas. 

Considerando as questões metodológicas envolvidas na detecção de DRM por CF, foi 

verificada, neste estudo, falso-positividade do tubo 10/34/45/19 em 6/36 (16,7%) amostras 

colhidas nos tempos D35 e D78, em decorrência da dificuldade de distinção entre linfoblastos B 

e hematogônias. Esta ocorrência é esperada e amplamente descrita na literatura, que define que a 

análise de DRM por CF em amostras colhidas em fases de regeneração medular (final da 

indução da remissão e final da consolidação da remissão) requer o uso de painel amplo de 

anticorpos, para distinção acurada entre linfoblastos residuais e precursores B normais. Desta 

forma, este achado reforça a necessidade de utilização de outros marcadores, que permitam 

melhor caracterização do imunofenótipo aberrante da célula neoplásica, garantindo resultados 

confiáveis (Lúcio et al., 1999; Béné et al., 2009; Brüggemann et al., 2010; Coustan-Smith et al., 

2010; Gaipa et al., 2013). Nestes casos, os resultados foram concluídos como negativos a partir 

da avaliação dos marcadores CD123 (4 amostras), CD38 (4 amostras) e antígenos linfoides T 

aberrantes (2 amostras). Quatro destas amostras apresentaram resultados negativos também pela 
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PCR convencional, reforçando os resultados da CF, e duas não foram analisadas pelo método 

molecular.  

Os marcadores aberrantes utilizados neste trabalho foram selecionados dentre aqueles 

avaliados em estudos prévios, que demonstraram bom desempenho na análise de DRM por CF, 

em pacientes com LLA (Irving et al., 2009; Mejstriková et al., 2010; Coustan-Smith et al., 

2011; Patkar et al., 2012; Denys et al., 2013; Gaipa et al., 2013; Garand et al., 2013). A 

frequência dos marcadores aberrantes detectados ao diagnóstico e que se mostraram úteis na 

avaliação da DRM foi semelhante às descrições de outros estudos (Coustan-Smith et al., 2002; 

Irving et al., 2009; Coustan-Smith et al., 2010; Fossat et al., 2015). Entretanto, a utilização de 

marcadores adicionais poderia ter determinado maior acurácia na detecção dos blastos residuais, 

já que a caracterização de um maior número de expressões antigênicas aberrantes facilita a 

distinção entre o clone neoplásico e os precursores linfoides normais (Coustan-Smith et al., 

2011; Denys et al., 2013; Fossat et al., 2015; Theunissen et al., 2017). Restrições financeiras do 

estudo inviabilizaram a construção de um painel ainda mais amplo de anticorpos monoclonais. 

Por outro lado, apesar dos estudos internacionais utilizarem citômetros de 6 a 8 cores 

para a pesquisa de DRM, foi possível demonstrar que a análise realizada em citômetro de 4 

cores, utilizando um número maior de combinações de anticorpos, apresenta performance 

satisfatória, quando comparada ao método molecular. O uso de citômetro de 4 cores é, inclusive, 

previsto em publicação nacional recente que propôs a padronização dos ensaios de CF para a 

detecção de DRM, considerando a realidade de grande parte dos laboratórios brasileiros (Ikoma 

et al., 2015). 

A frequência dos rearranjos de Ig/TCR detectados ao diagnóstico e que se mostraram 

úteis na monitorização de DRM por PCR foi, em geral, semelhante àquela encontrada em 

estudos brasileiros prévios que usaram metodologia similar, especialmente na LLA-B (Ganazza 

et al., 2009; Scrideli et al., 2009; Assumpção et al., 2010; Assumpção et al., 2013; Paula et al., 

2015). No grupo de pacientes com LLA-T, foi verificada menor frequência de rearranjos de 

TCRG (86%) e maior frequência de rearranjos de TCRD (43%), em comparação com alguns 

destes estudos - 97 a 100% para TCRG e 8,1 a 24% para TCRD (Scrideli et al., 2009; 

Assumpção et al., 2010). Entretanto, os achados estão de acordo com aqueles descritos em 

revisão publicada por Kraszewska e colaboradores (2011) e também com os resultados de Flohr 

e colaboradores (2008), que estudaram população constituída por 442 pacientes com LLA-T. Há 

que se considerar que as conclusões do presente estudo são limitadas pelo pequeno número de 

pacientes com LLA-T avaliados. 
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Com relação à avaliação do significado prognóstico dos resultados de DRM obtidos, o 

estudo apresenta duas limitações importantes - o pequeno número de pacientes incluídos e, 

consequentemente, o pequeno número de eventos (recidivas e/ou óbitos) ocorridos; e o período 

curto de seguimento dos pacientes (mediana: 27 meses), em decorrência da necessidade de 

interrupção das observações em tempo hábil para finalização das análises do doutorado. Assim, 

as análises de associação entre os resultados de DRM e os demais fatores prognósticos avaliados 

revelaram significância estatística apenas entre linhagem celular acometida e DRM por PCR, 

nos tempos D35 e D78. Já as análises de sobrevida não revelaram associação significativa entre 

os resultados de DRM e SGLO ou SLE. Apenas a DRM detectada por PCR no D78 demonstrou 

uma tendência à associação com piores probabilidades de SGLO e SLE, entretanto o pequeno 

número de resultados positivos neste tempo de avaliação não permitiu análises estatísticas 

válidas. Estes resultados são contrários aos dados da literatura, que descrevem, de maneira 

ampla, a associação entre DRM detectável em diferentes fases do tratamento quimioterápico e 

maior risco de recidiva da doença e/ou óbito (Coustan-Smith et al., 2000; Dworzak et al., 2002; 

Borowitz et al., 2008; Flohr et al., 2008; Scrideli et al., 2009; Conter et al., 2010; Stow et al., 

2010; Bowman et al., 2011; Schrappe et al., 2011; Borowitz et al., 2015). Torna-se importante 

ressaltar que alguns destes estudos foram conduzidos em formato multicêntrico e 

acompanharam grandes populações de pacientes com LLA, por longos períodos de tempo 

(Borowitz et al., 2008; Flohr et al., 2008; Conter et al., 2010; Borowitz et al., 2015). É plausível 

ainda supor que, além da pequena população estudada e do curto período de seguimento clínico, 

os resultados falsos, especialmente os falso-positivos da CF em níveis muito próximos ao ponto 

de corte, tenham contribuído para a ausência de associação prognóstica. E, em relação aos seis 

resultados negativos de DRM no D35, dentre os sete pacientes que evoluíram com recidiva, há 

que se considerar a possibilidade de resultados falsos pelos dois métodos, em função dos 

respectivos limites de sensibilidade analítica. No entanto, a literatura define que, apesar da 

recidiva ser mais frequente em pacientes com DRM detectável, grande parte das recidivas ocorre 

em pacientes com DRM negativa. É o que demonstra Borowitz e colaboradores (2015) em 

análise de 355 recidivas de LLA, dentre 2.473 pacientes acompanhados – 162/355 (45,6%) não 

apresentaram DRM detectável ao final da indução. 

Em contrapartida, ao avaliar os dados dos sete pacientes que apresentaram DRM 

positiva por CF no D35, verificou-se que seis deles persistem em remissão da doença e apenas 

um evoluiu para o óbito, na ausência de remissão. Apesar da ausência de correlação clínica, três 

dos resultados positivos da CF foram concordantes aos obtidos pela PCR convencional e um foi 

confirmado pela RQ-PCR (PCR convencional falso-negativa). Dos outros três resultados 
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positivos da CF, dois não tiveram análise pareada por PCR e um foi definido como falso-

positivo (PCR convencional e RQ-PCR negativas). Do ponto de vista evolutivo, todos haviam 

apresentado DRM detectável em avaliação prévia (D15) e, na avaliação sequencial do D78, um 

persistiu positivo por CF e PCR, três negativaram a DRM e três não foram avaliados. Assim, é 

plausível supor que o pequeno tempo de seguimento clínico destes pacientes (média: 2,2 anos) 

tenha contribuído para a falta de correlação clínico-laboratorial observada nos casos com DRM 

verdadeiramente positiva, detectada por duas metodologias. Esta seria também uma justificativa 

para o paciente que apresentou DRM positiva nos três tempos de avaliação e, ainda assim, 

encontra-se em remissão da doença há nove meses – este período de acompanhamento não 

permite excluir a possibilidade de eventos futuros.  

Quanto ao seguimento dos sete pacientes que apresentaram DRM positiva por CF no 

D78, dois evoluíram com recidiva da doença seguida de óbito e cinco persistem em remissão. 

Três destes resultados foram concordantes com aqueles obtidos pela PCR convencional, um foi 

confirmado pela RQ-PCR (PCR convencional falso-negativa) e os outros três foram definidos 

como falso-positivos pela RQ-PCR. De forma semelhante ao D35, os dois pacientes com DRM 

verdadeiramente positiva, que persistem em remissão, tiveram pequeno tempo de seguimento 

clínico (0,8 e 1,5 anos), o que pode ter contribuído para a ausência de correlação clínico-

laboratorial. É válido considerar que a maior ocorrência de resultados falso-positivos da CF 

neste tempo de avaliação pode ser justificada pela maior regeneração medular esperada nesta 

fase, dificultando a distinção entre linfoblastos residuais e hematogônias. 

Finalizando, pode-se afirmar que as limitações apresentadas por este estudo podem ter 

contribuído para a ausência de associação entre a detecção de DRM e a evolução clínica 

desfavorável. Para alcançar resultados mais robustos, seria necessário aumentar o número de 

pacientes acompanhados e o tempo de seguimento desta população, o que seria alcançável, mais 

provavelmente, em um estudo multicêntrico. No entanto, foi possível verificar o bom 

desempenho das duas metodologias avaliadas na pesquisa de DRM, através dos resultados 

satisfatórios obtidos nas análises de concordância entre métodos. Cabe considerar ainda que, 

apesar da menor sensibilidade analítica apresentada pelas duas metodologias avaliadas neste 

estudo, em comparação com a RQ-PCR, o uso combinado da CF e da PCR convencional 

permitiu a avaliação de DRM nos dois pontos de coleta, em todos os pacientes incluídos. Ambos 

os métodos requerem infraestrutura e capacitação técnica encontradas, prioritariamente, em 

centros especializados, mas apresentam custo acessível a regiões com recursos financeiros 

restritos. Assim, um serviço que já conta com a metodologia de CF disponível para o 

diagnóstico e classificação imunofenotípica das leucemias agudas dependerá, essencialmente, da 
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aquisição de anticorpos monoclonais adicionais para realizar os ensaios de detecção de DRM. O 

custo da PCR convencional também não se mostra inviável, já que a técnica é baseada no uso de 

primers de consenso e não demanda sequenciamento dos rearranjos gênicos, confecção de 

primers específicos para cada paciente ou automação para detecção do produto amplificado. É 

conhecido que a PCR convencional apresenta baixo limite de sensibilidade analítica (10
-2

 a 10
-

3
), o que limita o seu uso para o reconhecimento dos pacientes com risco muito baixo de 

recidiva, classificados como BRV pelo protocolo GBTLI-2009. Entretanto, é importante 

ressaltar que, dentre as 61 amostras avaliadas simultaneamente pelos dois métodos, apenas 2 

(3,3%) apresentaram resultados falso-negativos pela PCR convencional, definidos pela RQ-

PCR. Por outro lado, a PCR convencional se mostra adequada para identificar pacientes de alto 

risco, para os quais pode estar indicada a intensificação do tratamento, conforme demonstrado 

em estudos prévios (Scrideli et al., 2009; Stanulla et al., 2009; Paula et al., 2015; Scrideli et al., 

2015).  

Desta forma, a partir dos resultados deste estudo, assim como já demonstrado em 

estudos anteriores, pode-se inferir que o uso combinado da CF e da PCR convencional na 

análise de DRM, em diferentes pontos do tratamento quimioterápico da LLA infantil, pode ser 

considerado uma estratégia válida e acessível a regiões menos favorecidas, permitindo a 

monitorização do tratamento em um maior número de crianças acometidas pela doença. Assim, 

considerando a realidade dos diferentes centros brasileiros de referência para tratamento da LLA 

infantil, seria possível propor, como alternativa para os locais menos estruturados, o uso da CF 

e/ou da PCR convencional em substituição à RQ-PCR, na detecção de DRM nos pontos D35 e 

D78, previstos pelo protocolo GBTLI-2009. Esta estratégia, aparentemente tida como um 

retrocesso em termos tecnológicos, possivelmente permitiria a monitorização do tratamento 

quimioterápico da LLA infantil de forma mais ampla, completa e acessível aos diferentes 

serviços e a um maior número de pacientes.  
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7. Conclusões  

 

 “Imunofenótipos associados à leucemia” (LAIPs) foram identificados por CF nas 

amostras do diagnóstico dos 42 pacientes incluídos no estudo. Os marcadores aberrantes que 

mais frequentemente se mostraram úteis na avaliação de DRM nos pontos D35 e D78 foram o 

CD38, o CD123 e o CD58. 

 

Rearranjos clonais dos genes de Ig/TCR foram identificados por PCR convencional em 

40 das 41 amostras analisadas ao diagnóstico. Pelo menos dois rearranjos gênicos de Ig/TCR 

foram detectados em 31 destes pacientes. Rearranjos de IgH foram os mais freqüentes na LLA-

B (79,4% dos casos), enquanto rearranjos de TCRG foram os mais freqüentes na LLA-T (85,7% 

dos casos). Estes achados estão de acordo com relatos prévios de outros estudos. 

 

As técnicas de imunofenotipagem por CF e PCR convencional, usadas para a 

monitorização de DRM em crianças e adolescentes tratados de acordo com o GBTLI LLA-2009, 

forneceram resultados concordantes em 54 (88,5%) das 61 amostras colhidas nos tempos D35 e 

D78 do tratamento quimioterápico.  

 

O índice de Kappa revelou boa concordância (Kappa = 0,62; p < 0,001) nas análises do 

D35 e concordância regular (Kappa = 0,52; p = 0,004) nas análises do D78, entre as técnicas de 

CF e PCR convencional.  

 

A análise complementar por RQ-PCR, das sete amostras com resultados discordantes 

entre CF e PCR convencional, identificou quatro resultados falso-positivos da CF, um falso-

negativo da CF e dois falso-negativos da PCR convencional.  

 

Foi verificada associação significativa entre linhagem celular acometida e DRM por 

PCR convencional nos tempos D35 e D78, tendo sido maior a proporção de resultados positivos 

de DRM dentre os pacientes com LLA-T.  

 

Os grupos de pacientes com LLA-T e leucometria ao diagnóstico igual ou superior a 

50.000 células/µL apresentaram probabilidades de SGLO e SLE inferiores aos grupos de 

pacientes com LLA-B e leucometria ao diagnóstico abaixo de 50.000 cel/µL, respectivamente. 
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As análises de sobrevida não revelaram associação significativa entre os resultados da 

pesquisa de DRM e as probabilidades de SGLO ou SLE dos pacientes estudados. Entretanto, o 

pequeno número de casos e o período relativamente curto de seguimento clínico destes pacientes 

podem ter contribuído para a ausência de significância estatística dos resultados.  

 

Apesar das limitações mencionadas, os resultados do presente estudo sugerem que a 

estratégia de uso combinado da CF e da PCR convencional na análise de DRM, nos pontos D35 

e D78 do tratamento quimioterápico da LLA infantil, pode ser válida e acessível a centros com 

restrições de recursos financeiros e tecnológicos, permitindo a monitorização do tratamento em 

maior número de crianças acometidas pela doença. 
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ANEXO 1 – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA (COEP) - 

UFMG 
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ANEXO 2 – PARECER DA DIRETORIA DE ENSINO, PESQUISA E 

EXTENSÃO (DEPE) 
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ANEXO 3 – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

TCLE 1 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

INFORMAÇÕES DOS PESQUISADORES AOS REPRESENTANTES LEGAIS  

 

Título da pesquisa: Estudo comparativo da detecção de Doença Residual Mínima, pelas 
técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e PCR quantitativa em tempo real, 
em crianças e adolescentes com diagnóstico de Leucemia Linfoide Aguda. 

 

Seu filho ou o paciente pelo qual você é responsável está sendo convidado a participar dessa 
pesquisa porque ele tem o diagnóstico de leucemia linfoide aguda (LLA) e está sendo tratado 
de acordo com o protocolo de tratamento denominado GBTLI-2009.  As pesquisadoras 
responsáveis pelo estudo são as Professoras Benigna Maria de Oliveira e Juliana Maria 
Camargos Rocha. 

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. 

O tratamento dos pacientes com diagnóstico de leucemia linfoide aguda (LLA) é feito com o 
uso de quimioterapia. No Hospital das Clínicas da UFMG o tratamento quimioterápico é feito de 
acordo com um protocolo chamado GBTLI 2009, o qual é adotado em vários hospitais do 
Brasil. Nesse protocolo, a resposta do paciente ao tratamento é avaliada após 15, 35 e 78 dias 
do início do tratamento com a utilização do mesmo exame que foi realizado na ocasião do 
diagnóstico – mielograma.   Nesse exame é coletada amostra de sangue da medula óssea 
para avaliação do número de células leucêmicas (blastos) ainda presentes na medula óssea. A 
resposta precoce ao tratamento, com rápida redução das células leucêmicas, é considerada 
importante fator indicador de boa evolução e de baixo risco de recaída da doença. 

No entanto, diversos estudos mostraram que apenas a contagem das células leucêmicas pode 
não ser suficiente para uma boa avaliação dessa resposta ao tratamento e foram 
desenvolvidas outras técnicas para avaliação das células leucêmicas residuais. Essas 
técnicas/exames (imunofenotipagem por citometria de fluxo e PCR quantitativa em tempo real - 
RQ-PCR) permitem a detecção de células leucêmicas em proporções menores que aquelas 
alcançadas pela avaliação tradicional (morfológica), sendo a presença destas células 
denominada Doença Residual Mínima (DRM). Acredita-se que os estudos relacionados à DRM 
poderão auxiliar na definição de tratamento mais adequado para os pacientes com LLA.   

O objetivo desse estudo é comparar as técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e 
de RQ- PCR, como métodos de avaliação da Doença Residual Mínima, em crianças e 
adolescentes em tratamento para LLA. As pesquisadoras querem avaliar se uma das técnicas 
é melhor do que a outra ou se as duas devem ser utilizadas conjuntamente.  

A realização desses exames já está prevista no protocolo de tratamento utilizado por seu filho. 
O mielograma deverá ser colhido nos dias 15, 35 e 78 do tratamento para avaliação tradicional, 
a qual será complementada por essas novas técnicas. Não será realizado nenhum exame com 
finalidade exclusiva da pesquisa. 

Os riscos mais frequentemente relacionados à coleta do mielograma são dor e sangramento 
local. Para minimizar esses efeitos a coleta será feita por médico treinado, com uso de 
anestesia local ou sob sedação (com anestesia no bloco cirúrgico), de acordo com a indicação 
do seu médico. 

Caso concorde com a participação de seu filho na pesquisa você estará dando o 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 (resultados de exames).   
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O tratamento do paciente não será alterado em função da pesquisa. Os resultados dos exames 
(citometria de fluxo e RQ-PCR) serão comunicados ao médico responsável pelo tratamento de 
seu filho para que ele tome decisões de acordo com o previsto no protocolo de tratamento.  

O paciente continuará a ser atendido no Serviço de Hematologia do Hospital das Clínicas da 
UFMG, 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 e seu filho não receberão 
remuneração por participar do estudo.  

A sua participação é muito importante. Esperamos que os resultados dessa pesquisa ajudem a 
melhorar o tratamento e as chances de cura dos pacientes com leucemia. Os dados coletados 
neste trabalho serão confidenciais. Apenas os responsáveis pela pesquisa terão acesso aos 
dados coletados. 

 

Nós responderemos a qualquer questão relativa ao estudo, agora ou em qualquer momento 
que for necessário. Os telefones de contato do Serviço de Hematologia para contato comas 
pesquisadoras são os seguintes: 34099397 e 34099207. Você também poderá consultar o 
Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG (Avenida Antônio Carlos, 6627, Unidade Administrativa 
II, 2

o
 andar, sala 2005. Telefone 34094592). 

 

CONSENTIMENTO PÓS-INFORMADO 

Eu, ____________________________________abaixo assinado, declaro que após ter sido 
convenientemente esclarecido sobre a pesquisa “Estudo comparativo da detecção de 
Doença Residual Mínima, pelas técnicas de imunofenotipagem  por citometria de fluxo e 
PCR quantitativa em tempo real, em crianças e adolescentes com diagnóstico de 
Leucemia Linfoide Aguda”, consinto em participar na qualidade de responsável pelo 
paciente----------------------------------------------------, até que eu decida em contrário. 

 

Belo Horizonte, ____de________________de 200__ 

 

Assinatura do responsável: ____________________________________________ 

Assinatura do paciente (crianças de 7 a 12 anos): __________________________ 

Assinatura do pesquisador:_____________________________________________ 

 

TCLE 2 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
INFORMAÇÕES DOS PESQUISADORES AO PACIENTE  

com idade de 13 anos a 17 anos 
 

 
Título da pesquisa: Estudo comparativo da detecção de Doença Residual Mínima, pelas 
técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e PCR quantitativa em tempo real, 
em crianças e adolescentes com diagnóstico de Leucemia Linfoide Aguda. 

 
Antes de você aceitar participar desta pesquisa é necessário que você compreenda as 

explicações a seguir.  
Esta declaração esclarece o objetivo, exames, benefícios, riscos, desconfortos e 

cuidados durante a pesquisa. Também estabelece o seu direito de desistir de sua participação 
a qualquer momento 

Durante o seu tratamento você fará um exame chamado mielograma. O mesmo exame 
feito antes de você iniciar o tratamento. O exame será feito mais três vezes (15, 35 e 78 dias 
após o início do tratamento). Durante esse exame será colhido sangue para verificar se você 
está tendo uma boa resposta ao tratamento. O sangue coletado será avaliado por três técnicas 
(tipo de exame) diferentes. Objetivo da pesquisa é comparar duas dessas técnicas 
(imunofenotipagem por citometria de fluxo e PCR quantitativa em tempo real - RQ-PCR) para 
verificar se uma delas é melhor ou se as duas devem ser utilizadas. 

  Caso você e seus pais, ou responsáveis, concordem com a participação na pesquisa, o 
seu prontuário médico (ficha médica) será consultado pelos pesquisadores para que eles 
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obtenham informações sobre os resultados de seus exames e do seu tratamento. O seu 
tratamento não será modificado. 

Você terá que fazer os mielogramas mesmo que não esteja participando desta pesquisa, 
pois eles fazem parte da avaliação do seu tratamento. Durante a realização do exame pode 
você poderá sentir dor. Para evitar que isso aconteça você receberá medicamentos chamados 
anestésicos. O tipo de medicamento será indicado pelo seu médico.  

  Você continuará a ser atendido no Serviço de Hematologia do Hospital das Clínicas 
da UFMG, 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: 34099397 e 34099207. Os nomes dos 
pesquisadores responsáveis são: Profaª Juliana Maria Camargos Rocha 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, 2

o
 andar, sala 2005. Telefone 34094592). 

 
CONSENTIMENTO PÓS-INFORMADO 
Eu, ____________________________________abaixo assinado, declaro que entendi as 

informações sobre a pesquisa “Estudo comparativo da detecção de Doença Residual 
Mínima, pelas técnicas de imunofenotipagem  por citometria de fluxo e PCR quantitativa 
em tempo real, em crianças e adolescentes com diagnóstico de Leucemia Linfoide 
Aguda”, consinto em participar na qualidade de paciente, até que eu decida em contrário. 

 
Belo Horizonte, ____de________________de 200__ 
 
Assinatura do responsável: _______________________________________ 

Assinatura do paciente (crianças de 13 a 17 anos): _____________________ 

Assinatura do pesquisador:________________________________________ 

 

TCLE 3 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

INFORMAÇÕES DOS PESQUISADORES AOS PACIENTES 

com idade ≥ 18 anos 

 

Título da pesquisa: Estudo comparativo da detecção de Doença Residual Mínima, pelas 
técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e PCR quantitativa em tempo real, 
em crianças e adolescentes com diagnóstico de Leucemia Linfoide Aguda. 

 

Você está sendo convidado a participar dessa pesquisa porque tem o diagnóstico de leucemia 
linfoide aguda (LLA) e está sendo tratado de acordo com o protocolo de tratamento 
denominado GBTLI-2009.  As pesquisadoras responsáveis pelo estudo são as Professoras 
Benigna Maria de Oliveira e Juliana Maria Camargos Rocha. 

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. 

O tratamento dos pacientes com diagnóstico de leucemia linfoide aguda (LLA) é feito com o 
uso de quimioterapia. No Hospital das Clínicas da UFMG o tratamento quimioterápico é feito de 
acordo com um protocolo chamado GBTLI 2009, o qual é adotado em vários hospitais do 
Brasil. Nesse protocolo, a resposta do paciente ao tratamento é avaliada após 15, 35 e 78 dias 
do início do tratamento com a utilização do mesmo exame que foi realizado na ocasião do 
diagnóstico – mielograma.   Nesse exame é coletada amostra de sangue da medula óssea 
para avaliação do número de células leucêmicas (blastos) ainda presentes na medula óssea. A 
resposta precoce ao tratamento, com rápida redução das células leucêmicas, é considerada 
importante fator indicador de boa evolução e de baixo risco de recaída da doença. 
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No entanto, diversos estudos mostraram que apenas a contagem das células leucêmicas pode 
não ser suficiente para uma boa avaliação dessa resposta ao tratamento e foram 
desenvolvidas outras técnicas para avaliação das células leucêmicas residuais. Essas 
técnicas/exames (imunofenotipagem por citometria de fluxo e PCR quantitativa em tempo real - 
RQ-PCR) permitem a detecção de células leucêmicas em proporções menores que aquelas 
alcançadas pela avaliação tradicional (morfológica), sendo a presença destas células 
denominada Doença Residual Mínima (DRM). Acredita-se que os estudos relacionados à DRM 
poderão auxiliar na definição de tratamento mais adequado para os pacientes com LLA.   

O objetivo desse estudo é comparar as técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e 
de RQ- PCR, como métodos de avaliação da Doença Residual Mínima, em crianças e 
adolescentes em tratamento para LLA. As pesquisadoras querem avaliar se uma das técnicas 
é melhor do que a outra ou se as duas devem ser utilizadas conjuntamente.  

A realização desses exames já está prevista no protocolo de tratamento utilizado por seu filho. 
O mielograma deverá ser colhido nos dias 15, 35 e 78 do tratamento para avaliação tradicional, 
a qual será complementada por essas novas técnicas. Não será realizado nenhum exame com 
finalidade exclusiva da pesquisa. 

Os riscos mais frequentemente relacionados à coleta do mielograma são dor e sangramento 
local. Para minimizar esses efeitos a coleta será feita por médico treinado, com uso de 
anestesia local ou sob sedação (com anestesia em bloco cirúrgico), de acordo com a indicação 
do seu médico. 

Caso concorde com sua participação na pesquisa você estará dando o 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 
(resultados de exames).   

O seu tratamento não será alterado em função da pesquisa. Os resultados dos exames 
(citometria de fluxo e RQ-PCR) serão comunicados ao médico responsável pelo seu tratamento 
para que ele tome decisões de acordo com o previsto no protocolo de tratamento.  

Você continuará a ser atendido no Serviço de Hematologia do Hospital das Clínicas da UFMG, 
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.  

A sua participação é muito importante. Esperamos que os resultados dessa pesquisa ajudem a 
melhorar o tratamento e as chances de cura dos pacientes com leucemia. Os dados coletados 
neste trabalho serão confidenciais. Apenas os responsáveis pela pesquisa terão acesso aos 
dados coletados. 

 

Nós responderemos a qualquer questão relativa ao estudo, agora ou em qualquer momento 
que for necessário. Os telefones de contato do Serviço de Hematologia para contato comas 
pesquisadoras são os seguintes: 34099397 e 34099207. Você também poderá consultar o 
Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG (Avenida Antônio Carlos, 6627, Unidade Administrativa 
II, 2

o
 andar, sala 2005. Telefone 34094592). 

 

CONSENTIMENTO PÓS-INFORMADO 

Eu, ____________________________________abaixo assinado, declaro que após ter sido 
convenientemente esclarecido sobre a pesquisa “Estudo comparativo da detecção de 
Doença Residual Mínima, pelas técnicas de imunofenotipagem  por citometria de fluxo e 
PCR quantitativa em tempo real, em crianças e adolescentes com diagnóstico de 
Leucemia Linfoide Aguda”, consinto em participar na qualidade de responsável pelo 
paciente----------------------------------------------------, até que eu decida em contrário. 

 

Belo Horizonte, ____de________________de 200__ 

 

Assinatura do paciente (idade ≥18 anos): _________________________________   

Assinatura do pesquisador:_____________________________________________ 
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ANEXO 4 – PLANEJAMENTO GLOBAL GBTLI LLA-2009 

 

a) LLA B-DERIVADA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Referência: GBTLI, 2009  
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b) LLA T-DERIVADA 

Referência: GBTLI, 2009  
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c) LLA Ph
+
 (presença do cromossoma Ph

+
) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Referência: GBTLI, 2009  
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d) LLA DO LACTENTE (< 12 meses) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Referência: GBTLI, 2009  
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ANEXO 5 – DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS DA POPULAÇÃO DE 

ESTUDO 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Idade diag: idade ao diagnóstico; F: feminino; M: masculino; SNC: sistema nervoso 

central; 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 

neg: punção lombar traumática (≥ 10 hemácias/µL), ausência de blastos; PLT pos: 

punção lombar traumática (≥ 10 hemácias/µL), presença de blastos. 
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Neg: negativo; Pos: positivo; NR: não realizado; D15 morf: morfologia de medula óssea no 15º 

dia de tratamento; Inconc: resultado inconclusivo; MO M1: esfregaço de medula óssea com < 5% 

de linfoblastos; MO M2: esfregaço de medula óssea com 5 a 25% de linfoblastos; MO M3: 

esfregaço de medula óssea com > 25% de linfoblastos; D15 CF: análise de DRM por citometria 

de fluxo no 15º dia de tratamento.  

* DRM por citometria de fluxo considerada positiva quando ≥ 0,01%. 
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Neg: negativo; Pos: positivo; NR: não realizado; D35 morf: morfologia de medula óssea no 

35º dia de tratamento; Inconc: resultado inconclusivo; MO M1: esfregaço de medula óssea 

com < 5% de linfoblastos; MO M2: esfregaço de medula óssea com 5 a 25% de linfoblastos; 

D35: 35º dia de tratamento; D78: 78º dia de tratamento; CF: citometria de fluxo; PCR: reação 

em cadeia da polimerase; BR: baixo risco; AR: alto risco; Ph+: cromossomo Philadelphia 

positivo.  

* DRM por citometria de fluxo considerada positiva quando ≥ 0,01%. 
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Reclassif risco: reclassificação do risco; BRI: baixo risco intermediário; AR-RR: alto risco-

respondedor rápido; AR-RL: alto risco-respondedor lento; RR: respondedor rápido; RL: 

respondedor lento; Ph+ RL: cromossomo Philadelphia positivo - respondedor lento; Cens: 

censura; SGLO: sobrevida global (anos); SLE: sobrevida livre de eventos (anos). 

*Paciente nº34 alocado para o protocolo de tratamento preconizado para o subgrupo LLA B-BRI 

em função da evidência de infiltração testicular. 
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ANEXO 6 – DECLARAÇÃO DE APROVAÇÃO DA DEFESA DE TESE 

 

 

 


