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 RESUMO 

 

A Leucemia Linfóide Aguda (LLA) representa 75–80% dos casos de leucemia em 

crianças e apenas 20% das leucemias do adulto. Certas características clínicas e 

laboratoriais têm valor prognóstico e servem para estratificá-los em grupos de risco para 

tratamento. O diagnóstico da LLA é baseado principalmente nas suas características 

fenotípicas que permitem definir a linhagem, o grau de maturação, bem com, 

assincronismos de maturação que permitem diferenciar blastos leucêmicos de precursores 

linfóides normais, o que é muito útil na detecção de doença residual mínima. Nosso 

objetivo foi estudar as características biológicas da LLA (características fenotípicas, 

moleculares e ploidia) em pacientes (adultos e crianças) atendidos na Fundação Hemope. 

Foram utilizados um painel de triagem de anticorpos monoclonais e 2 secundários (para 

LLA-B e LLA-T). Todos os casos foram analisados no Paint-a-Gate para estudo da 

intensidade média de fluorescência (IMF). Pesquisamos os rearranjos BCR/ABL p190 e 

p210, AF4/MLL, E2A/PBX1 e TEL/AML1. Foram analisados 49 pacientes onde 18 eram 

crianças (≤ 18 anos) e 31 adultos (> 18 anos). Dos casos estudados 11 foram LLA-T (6 pré-

T e 5 LLA-T) com mediana de idade de 19 anos. E 38 foram LLA-B (7 pré-pré-B, 15 B 

comum e 13 pré B e 3 sem classificação) com mediana de idade de 29 anos. O rearranjo 

BCR/ABL foi encontrado em 5 pacientes, sendo 4 BCR/ABL p190 e 1 BCR/ABL p210. Dois 

pacientes apresentaram o rearranjo E2A/PBX1 e 2 o AF4/MLL. Não foi encontrado nenhum 

caso com o rearranjo TEL/AML1. Quanto ao índice de DNA, 5 pacientes foram 

hiperdiplóides e 42 diplóides. A porcentagem de células em Fase S não variou entre 

crianças e adultos nem entre as LLAs B e T. Concluímos que os anticorpos utilizados foram 

suficientes para classificar imunologicamente os casos. A análise quantitativa expôs mais 

os assincronismos de maturação. A freqüência encontrada de casos hiperdiplóides foi 

semelhante à literatura. A taxa de proliferação foi muito variável, mas não teve relação com 

a idade, nem com o tipo de LLA. Os rearranjos encontrados apresentaram associação com 

os subtipos de LLA conforme descrito na literatura. Embora, a freqüência de adultos com 

BCR/ABL tenha sido abaixo da relatada. 
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ABSTRACT 

 

Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is a disease that occurs primarily in 

children (75-80%) and represents only 20% of adults’ leukemia. Some clinical and 

laboratorial research have focused on stratifying patients into various risk groups based on 

known prognostic features that play a critical role in directing therapy for ALL. We have 

studied biological characteristics of ALL (adults and children) of patients attended on 

Hemope Foundation from March 2004 to March 2006. The immunophenotyping at 

diagnosis was performed by a dual color two stage protocol. Expression of each antigen 

studied was measured by mean fluorescence intensity (MFI) by flow cytometry using the 

Paint-a-gate software. RT-PCR was performed to detect specific molecular alterations. We 

analyzed 49 patients: 18 children (≤ 18 years old) and 31 adults. Eleven were T ALL with 

median age of 19 years and 38 were B ALL (7 pre-pre B, 15 common, 13 pre B and 3 

without classification) with median age of 29 years. Concerning gene rearrangements, 

BCR/ABL was detected in 5 patients (4 BCR/ABL p190 and 1 BCR/ABL p210), E2A/PBX1 

in 2 patients and AF4/MLL in 2 patients. TEL/AML1 couldn’t be found in any case 

examined. Hyperdiploidy was observed in 5 patients. The percentage of cells in phase S 

showed a large variation, but did not differ in children or adults nor between B ALL and T 

ALL. Our results show that the antibodies used were sufficient to classify the cases. The 

quantitative approach was able to disclose better the maturation abnormalities of the 

leukemic blasts. The frequency of hyperdiploid cases was similar to that found in the 

literature. The proliferation rate was variable but had no relationship with age and ALL 

type. The molecular aberrations were associated with specific ALL subtypes, as already 

described in the literature. Even so, the frequency of BCR/ABL in adults was diminished. 
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1.1- Leucemia Linfóide Aguda 

As leucemias correspondem a 30% dos cânceres em pediatria e constituem as 

neoplasias mais freqüentes em indivíduos com menos de 15 anos. A Leucemia Linfóide 

Aguda (LLA) representa 75–80% de todos os casos de leucemia em crianças (RIBEIRO, 

2001) e apenas 20% em adultos (BARRIOS, 2001). 

A LLA pode ser definida como uma proliferação clonal maligna de células 

precursoras linfóides de etiologia desconhecida que leva à substituição da hematopoiese 

normal por células linfóides imaturas capazes de infiltrar linfonodos, baço, fígado e outros 

órgãos, freqüentemente seguida de neutropenia, anemia e plaquetopenia no sangue 

periférico (SP) (MARTINS E FALCÃO, 2000; PELLOSO, 2003). 

A transformação maligna pode ocorrer durante qualquer estágio de diferenciação 

das células blásticas, o que explica a heterogeneidade da doença (BERG, 1992). Para um 

melhor diagnóstico e classificação são realizados estudos da morfologia, citoquímica, 

cariótipo e imunofenotipagem (CHANG, 2004). A LLA é considerada como modelo de 

sucesso em oncologia clínica e a primeira doença maligna disseminada a responder 

consistentemente à quimioterapia (MAUER, 1995). 

As tentativas de aumentar ainda mais as taxas de cura com o uso de transplante de 

células-tronco hematopoiéticas têm melhorado a sobrevida de alguns subtipos de LLA, 

sugerindo ser improvável que a intensificação dos tratamentos atuais aumente 

substancialmente as taxas de curas e que ao contrário eleve a mortalidade relacionada ao 

surgimento de seqüelas tardias graves, tais como, as malignidades secundárias. Assim, a 

melhor esperança para um progresso contínuo repousa em uma maior compreensão da 

patogênese da LLA e da base para a resistência à quimioterapia (PUI, 2004). 

Estratégias atuais estão sendo estudadas para realçar a eficácia e a redução da 

toxicidade da terapia e isto é baseado no melhor entendimento do mecanismo celular e 

efeitos anti-leucêmicos (KAGER, 2005). 

Vários estudos tentam identificar características clínicas e biológicas que se 

correlacionam com o prognóstico com o objetivo de incorporá-las dentro do sistema de 

classificação de risco usado para definir a estratégia terapêutica (SMITH, 1996). Desta 

forma os pacientes considerados de baixo risco recebem tratamento menos intensivo, 
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enquanto aqueles de maior risco de falha são tratados de modo mais agressivo 

(FRIEDMANN, 2000; PUI, 1995; PUI, 1998). 

A avaliação atual das LLAs baseia-se principalmente na identificação de achados 

relacionados com o prognóstico e que permitam a detecção precoce da recaída da doença 

(PUI, 2004). Para a investigação laboratorial da LLA existem quatro métodos importantes: 

morfológico, imunofenotípico, citogenético e molecular. Esses métodos são geralmente 

complementares e apresentam graus diferentes de especificidade, sensibilidade e facilidade 

de uso. 

1.2- Critérios Diagnósticos e Subtipos 

O impacto da imunofenotipagem por citometria de fluxo no diagnóstico e manejo 

das leucemias agudas tem se expandido rapidamente (SCHABATH, 2003). O estudo do 

imunofenótipo das leucemias agudas é de grande importância para o diagnóstico, 

classificação, prognóstico, tratamento e investigação de doença residual mínima (DRM) 

(DI BONA, 2002; RILEY, 2002; BENE, 2005).  

A positividade dos marcadores pode ser medida pela porcentagem de células, 

geralmente mais utilizada, e/ou pela intensidade de fluorescência expressa pelos 

marcadores. A intensidade média de fluorescência (IMF) descreve melhor a distribuição 

dos antígenos nas células leucêmicas do que a porcentagem, e é utilizada por diversos 

autores (RASPADORI, 1997; REGO, 1999). 

As LLAs de origem B (LLA B) podem ser definidas por no mínimo a expressão 

de dois antígenos para esta linhagem, tais como CD79a cit, CD19 ou CD22. Estas por sua 

vez se dividem, de acordo com o grau de diferenciação celular, em subgrupos como 

descritos na tabela 1 (BRUNNING, 2001). 

Tabela 1 - Classificação das LLAs B de acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS). 

 TdT CD19 CD79a cito CD22 cito CD34 CD10 HLA-DR Ig cito Ig s

Pré-pré B + + + + + - + - - 

B comum + + + + -/+ + + - - 

Pré B + + + + - + + + - 

B madura + + + + - +/- + -/+ + 
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Baseado nas etapas de maturação e diferenciação dos antígenos o European Group 

for the Immunological Classification of Leukemias (EGIL) propôs em 1995 a classificação 

para LLA B mostrada na tabela 2 (BENE, 2005). 

Tabela 2 - Classificação das LLAs B segundo a classificação EGIL. 

 CD79a cito, CD19, CD 22 s ou cit CD10 Ig cito Ig s 

B-I + - - - 

B-II + + - - 

B-III + + + - 

B-IV + + + + 

 

A subclassificação da LLA de origem T (LLA T) não é tão bem estabelecida 

como na LLA de origem B. Porém baseadas na diferenciação tímica normal podem ser 

divididas em Pró-T (CD7+, CD3cit+), Pré-T (CD2+, CD5+ e/ou CD8+), T cortical 

(CD1a+) e T madura (CD3 s+, CD4+ ou CD8+). Nesses 2 últimos grupos a expressão do 

CD3 s podem estar associados com a expressão dos Receptores de Células T (TCR) 

Alfa/Beta ou Gama/Delta (ORFAO, 2004). 

A classificação EGIL também considera 4 subtipos de LLA T, como descrito na 

tabela 3 (BENE, 2005). 

Tabela 3 - Classificação das LLAs T segundo a classificação EGIL. 

 CD7 CD3cit CD2, CD5, CD8 CD1a CD3s+/CD1a- 

T-I + + - - - 

T-II + + + - - 

T-III + + + + - 

T-IV + + + - + 

 

 

Baseado no protocolo do grupo alemão GMALL (HOELZER, 1988) pode-se 

construir uma tabela de classificação imunológica para LLA T (Tabela 4). 
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Tabela 4 - Classificação das LLAs T baseado no protocolo do grupo GMALL. 

  CD7 CD3c CD5 CD2 CD1a CD3s 

Pré-T + + +/- - - - 

T Cortical + + + + + -/+ 

T Madura + + + + - + 

 

Em geral, a subdivisão na LLA T não tem sido clinicamente útil (CAMPANA, 

2000). Em contraste do observado na LLA de células precursoras B, não há associação 

entre a classificação imunológica da LLA T e genótipos específicos da célula T ou com o 

prognóstico (ORFAO, 2004; BRUNNING, 2001). 

Béné (2005) sugere um painel extenso de anticorpos: CD10, CD19, CD20 e 

CD22, para linhagem B; CD1, CD2, CD3, CD5 e CD7, para linhagem T e CD13, CD14, 

CD15, CD33, CD117 e MPO, para a linhagem mielóide. 

Outros autores sugerem a realização de um painel de triagem para definição de 

linhagem e anticorpos adicionais para identificar estágios de maturação, fatores 

prognósticos ou fenótipos aberrantes para monitorização de DRM (CAMPANA, 2000; 

THALHAMMER-SCHERRER, 2002; PEREIRA, 2006). 

De acordo com a Primeira Conferência Latino-Americana de Consenso para 

Classificação Imunológica das Leucemias foi sugerido um painel mínimo de anticorpos 

dividido em anticorpos para definição de linhagem: B - CD79a cit/CD19; T – CD3c/CD7; 

Mielóide – MPOcit/CD13/CD33 e anticorpos de maturação: B e T – CD34/TdT; Mielóide 

– CD34/CD15/HLA-DR (PIEDRAS, 2000). 

Há grande divergência quanto ao painel de anticorpos usado para diagnóstico e 

classificação das leucemias agudas, ficando a escolha dos antígenos estudados a critério de 

cada serviço.  

1.3- Características Genéticas e Moleculares 

Alterações cromossômicas podem ser numéricas ou estruturais (BERG, 1992). 

Aproximadamente um terço dos casos de LLA mostram alterações citogenéticas 

balanceadas. Quatro translocações principais têm sido observadas e cada uma define um 

subconjunto biológico único de pacientes com alterações genéticas.  
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Rearranjo E2A/PBX1 

A t(1;19)(q23;q13) é a marca de várias LLAs pré-B e caracterizada pela fusão dos 

genes E2A e PBX1. Esta translocação envolve o gene E2A no cromossomo 19 e o gene 

PBX1 (também conhecido como PRL) no cromossomo 1, formando um gene híbrido 

E2A/PBX1 que produz uma proteína oncogênica (VAN DONGEN, 1999). O gene E2A 

codifica fatores de transcrição essenciais para a linfopoiese normal e a regulação do 

desenvolvimento da célula B (FARIAS, 2004), enquanto que o PBX1 é um gene homeobox 

de função desconhecida (RAIMONDI, 1993).  A estrutura da proteína transcrita no 

rearranjo E2A-PBX1 sugere que elas ativam expressão de genes na via pela ativação do 

domínio E2A, contribuindo assim para uma transformação maligna de células pré-B ou 

outros progenitores (RAIMONDI, 1993). 

Este rearranjo geralmente confere prognóstico adverso e diferentemente do 

cromossomo Ph+, perde seu significado prognóstico com a intensificação do tratamento 

(RAIMONDI, 1993). Esta translocação está presente em 5 a 6% dos casos de LLA 

pediátrica e em aproximadamente 3% em adulto (VAN DONGEN, 1999; FRIEDMANN, 

2000). 

Este subtipo de leucemia representa aproximadamente 25% de leucemias de 

células pré-B e 5% de LLA global na infância e adulto (WIEMELS, 2002). Sua freqüência 

também tem sido relatada esporadicamente em LLA pré-pré-B e LLA B comum (<1%), 

bem como em casos raros de LLA-T (VAN DONGEN, 1999).  

 

Rearranjo AF4/MLL 

Translocações no gene MLL no 11q23, mais comumente t(4;11)(q21;q23), são 

vistas em vários casos de lactentes com LLA com mais de 30 genes parceiros envolvidos 

descritos em rearranjos do gene MLL. Independentemente do gene parceiro, os casos com 

rearranjo do MLL apresentam uma resposta ruim à quimioterapia convencional e estão 

associados com pior prognóstico. Em crianças mais velhas o impacto negativo do 11q23 é 

menor apesar de ainda definir um subgrupo de alto risco (BEHM, 1996; CARROL, 2003). 

A maioria dos estudos tem mostrado que translocações envolvendo o cromossomo 11q23 

ocorrem em aproximadamente 60% das LLAs dos lactentes (<1 ano), 2% dos casos em 

crianças e entre 3 a 6% em adultos. As células blásticas são na maioria das vezes pré-pré-B, 
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podendo também apresentar expressão anômala de antígenos mielóides (HARRIS, 2000; 

JENNINGS, 1997; VAN DONGEN, 1999; FRIEDMANN, 2000). 

 

Rearranjo BCR/ABL 

O cromossomo Philadelphia é derivado da t(9;22)(q34;q11). Essa anormalidade é 

observada em mais de 95% das Leucemias Mielóides Crônicas (LMC), em 3 a 5% das 

LLAs da criança e em até 20% dos adultos com LLA. O transcrito resultante da fusão 

BCR/ABL tem a atividade da tirosina quinase alterada (CARROLL, 2003). Nesta 

translocação, o protooncogene ABL é translocado do braço longo do cromossomo 9 junto 

ao gene BCR do cromossomo 22, resultando na formação de um gene quimérico BCR-ABL. 

Há dois tipos principais de transcritos que representam diferentes posições do ponto de 

quebra no gene BCR. Na maioria dos casos de LMC e em aproximadamente metade das 

LLAs de adultos, o ponto de quebra se localiza no major breakpoint cluster region (M-

BCR). Esses transcritos de 8.5 kb (kilo bases) codificam uma proteína híbrida de cerca de 

210 kDa que possui uma elevada atividade tirosinoquinase (FARIAS, 2004). Nos casos 

BCR/ABL positivos cerca de metade dos casos de adultos e na maioria dos casos 

pediátricos, observa-se uma proteína quimérica BCR-ABL diferente que codifica um 

proteína híbrida de 190 kDa com uma atividade transformadora mais intensa que o da 

proteína p210 (FARIAS, 2004). Esta fusão gênica também pode codificar uma outra 

proteína híbrida de 230 kDa, porém não é encontrada com freqüência nessas leucemias.   

Na LLA, a presença do cromossomo Ph prediz uma alta incidência de falha na 

indução e recaída após a quimioterapia (KURZROCK, 2003). O uso de um inibidor de 

quinase, como o mesilato de imatinib tem mostrado eficácia passageira na LLA Ph+. 

Entretanto, a sua administração em conjunto com a quimioterapia está atualmente sendo 

avaliada na LLA (CARROLL, 2003). Apesar de existir um grupo de pacientes Ph+ e baixa 

contagem de leucócitos que pode ser curado com quimioterapia, para a maioria destes 

pacientes esta translocação está associada a um pior prognóstico com a terapia 

convencional ou mesmo a sua intensificação (RIBEIRO, 1997). A eficácia do transplante 

de medula óssea (TMO) em primeira remissão tem sido estudada. 

Ao contrário das outras características citogenéticas que perdem o significado 

prognóstico com o avanço e intensificação da terapia, o cromossomo Ph+ se mantém como 
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um indicador de pior prognóstico (FRIEDMANN, 2000). A Sobrevida Livre de Eventos 

(SLE) em 5 anos deste subgrupo continua sendo de cerca de 30% (FARIAS, 2004). 

 

Rearranjo TEL/AML1 

A translocação mais comum na LLA é a t(12;21)(p13;q22), identificada em 

aproximadamente 25% dos casos de células precursoras B em crianças e <5% nos adultos, 

utilizando-se técnicas de triagem molecular (FARIAS, 2004). Essa translocação funde o 

locus TEL no braço curto do cromossomo 12 (também chamado ETV6) com o gene AML1 

do cromossomo 21 (também chamado CBFA2 ou RUNX1). Muitos estudos têm 

demonstrado que pacientes com a translocação TEL/AML1 evoluem extremamente bem. 

Porém, resultados do grupo BFM (Berlin-Frankfurt-Munster) mostraram que a incidência 

dessa translocação nos casos de recaída foi idêntico ao que se encontrava ao diagnóstico 

inicial. As recaídas tendem a ocorrer tarde e a recuperação tem sido extremamente boa. 

Diferenças na terapia podem ser a causa dessa discrepância. Estudos in vitro mostram 

sensibilidade única de blastos TEL/AML1+ para asparaginase e protocolos que contém 

terapia intensificada com esse agente pode vir a ser particularmente proveitosa para esse 

subgrupo de pacientes (CARROLL, 2003). A presença do rearranjo TEL/AML1 é uma das 

características para classificar o paciente em LLA de “baixo risco” tanto em crianças 

quanto em adultos. 

1.4- Ploidia Celular 

A atividade proliferativa de um tecido é o resultado direto de sinais estimuladores 

e inibidores de seu crescimento. Nos cânceres estas mensagens resultam da ativação de 

oncogenes e provavelmente inativação de um ou mais genes supressores de tumor. A razão 

de crescimento de um tumor não é só conseqüência de sua atividade proliferativa, mas 

também depende do número de células capazes de entrar em morte celular programada 

(apoptose) e necrose. A proliferação tem sido mais estudada que a apoptose e pode ser 

usada para predizer evolução, manejo do paciente e seleção do tratamento (BERG, 1992; 

FRIEDMANN, 2000). 

O índice de DNA é a razão entre o conteúdo de DNA de células leucêmicas em 

G0/G1 versus o conteúdo de DNA de células normais em G0/G1 (FRIEDMANN, 2000). 
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Aproximadamente um terço dos casos de LLA mostram um aumento no número 

de cromossomos, isto é, hiperdiploidia (≥ 50 cromossomos). Esses blastos compõem um 

subconjunto biológico associado com aumento da apoptose in vitro e sensibilidade a uma 

variedade de agentes quimioterápicos. Bons resultados são caracteristicamente observados 

em pacientes cujos blastos abrigam essas características (sobrevida livre de eventos 75-

90%). Em contraste, presença de blastos hipodiplóides, com menos que 45 cromossomos, 

estão associados a um prognóstico pior e são considerados relativamente raros (CARROL, 

2003; FARIAS, 2004; NYGAARD, 2006). 

1.5- Fatores Prognósticos 

Diversas variáveis clínicas e laboratoriais têm valor prognóstico e servem para 

estratificar os pacientes em grupos de risco, o que tem se tornado elemento essencial para o 

desenho e avaliação dos tratamentos atuais.  

Variáveis Clínicas 

* Idade – Existe uma relação entre a idade ao diagnóstico e o prognóstico. Crianças com 

menos de dois anos e aquelas maiores de dez anos tem relativamente pior prognóstico. 

Lactentes tendem a apresentar fatores de risco considerados desfavoráveis, tais como: altas 

contagens de leucócitos, grandes organomegalias, trombocitopenia, infiltração do Sistema 

Nervoso Central (SNC), doença residual do Dia 14 (D14) da indução e anormalidades 

estruturais do cromossomo 11 (MARGOLIN, 1997). 

* Sexo – Em estudos anteriores do Pediatric Oncology Group (POG) o sexo masculino tem 

sido consistentemente considerado como uma característica prognóstica adversa. Os mais 

recentes trabalhos do Children’s Cancer Group (CCG), entretanto, não têm mostrado o sexo 

como uma variável estatisticamente significante. Isto porque estas discrepâncias são 

tratamento-dependente e mudam com os avanços da terapia (SHUSTER, 1998; 

STEINHERZ, 1998; FRIEDMANN, 2000). 

* Raça – É considerada freqüentemente como fator prognóstico. No passado crianças 

negras mostravam remissão após a indução numa taxa significativamente menor 

(MARGOLIN, 1997). 

* Estado Nutricional – Alguns estudos têm demonstrado que pacientes desnutridos toleram 

menos a quimioterapia (MARGOLIN, 1997; VIANA, 1994). Viana et al sugerem que 
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fatores nutricionais e socioeconômicos devem ser considerados no prognóstico de crianças 

com leucemia de países em desenvolvimento. 

* Infiltração do SNC – A presença de doença no SNC ao diagnóstico é também um fator 

prognóstico adverso apesar da intensificação da terapia com adicional terapia intratecal e 

irradiação do SNC (CARROLL, 2003). 

* Resposta ao Tratamento – A resposta à terapia vem emergindo como importante fator 

prognóstico. Doença residual no D14 da indução é por si só um importante fator de risco. A 

proporção de blastos na medula óssea (MO) no D7 e no SP no D8, também vem sendo 

considerados como fatores prognósticos (MARGOLIN, 1997). 

 

Variáveis Laboratoriais 

* Leucometria – A leucometria é talvez o principal fator prognóstico identificado, 

mantendo-se importante após ajustamento de outros critérios. Existe uma relação linear 

entre a contagem inicial dos leucócitos e o prognóstico. Pacientes com contagem maior que 

50.000/mm3 tem particularmente mais chance de recaída (FRIEDMANN, 2000). 

* Citomorfologia - O grupo FAB (Franco, Americano e Britânico) classificou as LLAs de 

acordo com as características morfológicas em L1, L2 e L3. Como a classificação FAB não 

prevê características de imunofenotipagem, alterações citogenéticas ou comportamento 

clínico da doença há consenso em que a tradicional classificação L1, L2 e L3 seja 

modificada para LLA derivada de células precursoras de células B e LLA derivada de 

células T. O novo consenso também recomenda valorizar e incluir na classificação a 

informação prognóstica advinda da citogenética (BARRIOS, 2001).  

Atualmente, a classificação é dada pela imunofenotipagem de acordo com o grau 

de maturação dos blastos leucêmicos. A importância da citomorfologia, hoje em dia, se dá 

pelo estudo de características morfométricas e de textura da cromatina. Adam et al 

mostraram que a dimensão fractal da cromatina nuclear é um fator prognóstico na LLA B. 

* Imunofenótipo – Uma das grandes importâncias do imunofenótipo é que algumas 

expressões antigênicas parecem sinalizar para existência de uma alteração citogenética 

específica. Por outro lado, a avaliação do imunofenótipo ao diagnóstico é necessária para 

avaliação de DRM (RIBEIRO, 2001). Outro fator de grande importância é que altos níveis 
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de expressão do CD45 associa-se a um prognóstico desfavorável (ADAM, 2006; 

NAKAMURA, 2001). 

* Índice de DNA – São considerados de bom prognóstico os casos que apresentam índice 

de DNA ≥ 1,16 que corresponde a hiperdiploidia (≥ 50 cromossomos). Casos com índice de 

DNA < 1,00 são os casos hipodiplóides e são relacionados com prognóstico ruim. 

* Alterações Genéticas – Análises citogenéticas e moleculares fornecem informações da 

importância diagnóstica e prognóstico para LLA. Por exemplo, a presença do rearranjo 

TEL/AML1 está relacionada com prognóstico favorável, enquanto que, a presença dos 

rearranjos BCR/ABL, E2A/PBX1 e AF4/MLL estão relacionados prognóstico ruim 

(KUCHINSKAYA, 2005; FRIEDMANN, 2000; VAN DONGEN, 1999; CARROL, 2003). 
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Objetivo Geral 

Estudar as características biológicas da LLA (adultos e crianças) e sua influência na 

resposta terapêutica de pacientes atendidos na Fundação de Hematologia e Hemoterapia de 

Pernambuco - Hemope. 

 

Objetivos Específicos 

1- Estudar as características fenotípicas e sua distribuição. 

2- Estudar o ciclo celular e ploidia dos pacientes. 

3- Estudar os rearranjos BCR/ABL p190 e p210, AF4/MLL, E2A/PBX1 e TEL/AML1 por 

Biologia Molecular e sua freqüência em crianças e adultos. 
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3.1- Critérios de Inclusão e Exclusão 

Foram incluídos no estudo todos os pacientes admitidos de Março/2004 a 

Março/2006, na Fundação Hemope com diagnóstico de LLA. Foram excluídos do estudo 

aqueles pacientes que se recusaram ou que os responsáveis não permitiram a entrada no 

estudo; pacientes com diagnóstico de leucemia bifenotípica; e/ou pacientes que utilizaram 

corticóide sistêmico antes do diagnóstico de LLA. 

3.2- Diagnóstico de LLA 

Ao diagnóstico foram avaliados: 

- Hemograma. 

- Mielograma. 

- Imunofenotipagem. 

- Estudo da ploidia celular e índice de proliferação. 

- Estudo dos rearranjos moleculares. 

O diagnóstico de LLA foi baseado na presença de uma população anômala de 

blastos na MO (>20%), Sudan e α-naftil-acetato esterase negativos. Estes casos foram 

então considerados para imunofenotipagem. 

3.3- Tratamento Realizado 

Os protocolos de tratamento para LLA utilizados pela Fundação Hemope são o 

GBTLI/93 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE ONCOLOGIA PEDIÁTRICA, 1993) para 

crianças (≤ 18 anos) e nos casos de recaída o BFM-90 (SACKMANN-MURIEL, 1999) e 

nos adultos o UKALL XII (ROWE, 2005) e nos casos de recaída o Hyper CVAD 

(KANTARJIAN, 2000). Os casos de LLA B e T são tratados utilizando o mesmo protocolo 

de acordo com a idade. 

3.4- Reavaliação 

Após início do tratamento foram analisados os hemogramas dos pacientes para 

saber o tempo de desaparecimento dos blastos do sangue periférico. Também foi realizado 

mielograma no 22° ou 29° dia após inicio do tratamento, de acordo com o protocolo 

utilizado, para análise de remissão. 
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3.5- Técnicas 

* Imunofenótipo – Os critérios de classificação quanto ao imunofenótipo das LLAs B 

utilizados neste trabalho são os mesmos seguidos pela OMS (BRUNNING, 2001). 

De cada paciente foram coletadas amostras de MO ou de SP (em casos de 

dificuldade de coleta da amostra de MO ou em alguns casos com mais de 70% de blastos 

no SP) em tubos contendo heparina como anticoagulante. As células mononucleares foram 

separadas por gradiente de concentração utilizando Ficoll-Hypaque. Essas células foram 

ressuspensas em meio de cultura RPMI 1640 e contadas em contador eletrônico para ajuste 

em concentração aproximada de 2 x 106 células/ml. Em seguida, para cada tubo teste com 

100 µl de PBS enriquecido com EDTA, azida e albumina, incubou-se 100 µl dessa 

suspensão de células junto com os anticorpos monoclonais. A incubação foi realizada no 

escuro, durante 20 minutos, e após lavagens com solução tampão de PBS e centrifugação as 

células foram ressuspensas em solução de paraformaldeído a 1%. 

Na pesquisa de antígenos intracitoplasmáticos as células foram incubadas com uma 

solução permeabilizante por 10 minutos à temperatura ambiente. Após centrifugação as 

células foram lavadas duas vezes com Tween 20 (0,5%) e ressuspensas com 200 µl dessa 

mesma solução. Em seguida, foram incubados os anticorpos monoclonais. A incubação foi 

realizada no escuro, durante 20 minutos, e após lavagens com Tween 20 (0,5%) as células 

foram ressuspensas em solução de paraformaldeído a 1%. 

Para tipagem das LLAs foi usada imunofenotipagem com um painel de duas cores 

montado de acordo com o princípio de verificar assincronismo de maturação.  O painel 

primário foi composto por: CD45/CD19, CD10/CD34, HLA-DR/CD22, CD3/CD13 e 

CD7/CD33, todos em membrana. Nos casos de linhagem linfóide B foi feito um painel 

secundário com IgMs, IgMcito/CD79acito e Kappa/Lambda (membrana e citoplasma). Nos 

casos de linhagem linfóide T o painel secundário foi composto por CD5, CD1a e 

CD4/CD8. A seleção da população analisada foi feita utilizando o plot FSCxSSC, fazendo-

se a gate na população majoritária homogênea (Figuras 1 e 2). 
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Figura 1 - Exemplo de LLA T com CD3 e CD7 positivos. 

 

Figura 2 - Exemplo de LLA pré B com CD45, CD19, CD10, CD22, HLA-DR, CD79acito e IgMcito positivos. 
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O painel primário foi utilizado para definição da linhagem celular e o secundário 

direcionado para os marcadores específicos de cada linhagem, com o fim de estudar o grau 

de maturação celular. 

Foi realizada a aquisição de 10.000 eventos em cada tubo, efetuada em citômetro de 

fluxo, modelo FACs CaliburTM (Becton-Dickinson, San Jose – Califórnia -USA), utilizando 

o programa Cell-QuestTM (BD). A análise foi realizada no programa Paint-a-GateTM (BD) 

considerando-se a população majoritária. A IMF foi mediada em unidades arbitrárias. 

 A tabela 5 mostra os anticorpos monoclonais utilizados. 

Tabela 5 - Anticorpos monoclonais usados para imunofenotipagem. 

Marcadores Fluorocromos Fabricante 

CD1a FITC BD/Pharmingem 

CD3 FITC BD/Pharmingem 

CD7 FITC BD/Pharmingem 

CD4 FITC Beckman Coulter 

CD5 FITC BD/Pharmingem 

CD8 PE Beckman Coulter 

CD10 FITC BD/Pharmingem 

CD13 PE Beckman Coulter 

CD19 PE Beckman Coulter 

CD22 PE BD/Pharmingem 

CD33 PE BD/Pharmingem 

CD34 PE BD/Pharmingem 

CD45 FITC BD/Pharmingem 

CD79a PE Dako 

HLA-DR FITC Beckman Coulter 

IgM FITC BD/Pharmingem 

Lambda FITC BD/Pharmingem 

Kappa FITC BD/Pharmingem 
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* Índice de DNA e Porcentagem de Células em Fase S 

Para análise da ploidia de DNA e da proliferação a amostra foi incubada com 

solução lisante de Cloreto de Amônio à temperatura ambiente, no escuro, por 10 minutos. 

Após centrifugação as células foram lavadas com 2 ml de Facs Flow e ressuspensas com 

500 µl de Iodeto de Propídio e 10 µl de RNAase. A amostra foi incubada à temperatura 

ambiente, no escuro, durante 30 minutos. E após a incubação permaneceu na geladeira por 

pelo menos 10 minutos antes de fazer a leitura. 

Foi realizada a aquisição de 20.000 eventos das amostras, efetuada em citometro 

de fluxo, modelo FACs CaliburTM (Becton-Dickinson, San Jose – Califórnia -USA), 

utilizando o programa Cell-QuestTM (BD) e a análise no programa ModFitTM (BD) (Figura 

3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Histograma de paciente hiperdiplóide com índice de DNA = 1,26 (63,67% população diplóide e 

36,33% aneuplóide) e índice de proliferação baixo (total de fase S = 3,66%). 

 

* Análise das Alterações Cromossômicas por Biologia Molecular 

Após coleta e separação da camada leucocitária por centrifugação, o RNA total foi 

isolado através da técnica do Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), purificado e 

armazenado em freezer a –80°C. A quantificação do RNA foi realizada através de leitura 

espectrofotométrica. Para avaliar a qualidade do RNA foi feita corrida em gel de agarose a 

1,5% para detecção das bandas e visualização de uma possível degradação do RNA. 
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O método utilizado para a síntese do DNA complementar (cDNA) foi à RT-PCR 

com a utilização da enzima transcriptase reversa (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), random 

primers (BioLabs, Beverly, MA, USA), dNTP’s (Pharmacia, Piscataway, NJ, EUA), água 

Milli-Q tratada com DEPC (Dietilpirocarbonato) e tampão 5x. As condições de transcrição 

foram: temperatura ambiente por 5 minutos, 42ºC por 60 minutos e 70ºC por 15 minutos. 

Um volume de 2µl do cDNA foi submetido à amplificação em termociclador 

(Flexigene - Techne) sob as seguintes condições: 94°C por 30”; 34 ciclos de 94°C por 30’’, 

65°C por 30”, 72°C por 30”; 1 ciclo de 72°C por 7”. A reação de PCR foi realizada com a 

enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), primers (Tabela 6), 

dNTP’s (Pharmacia, Piscataway, NJ, EUA), MgCl2, água Milli-Q tratada com DEPC e 

tampão 10x. 

Tabela 6 - Seqüência dos primers utilizados na RT- PCR para o estudo dos rearranjos gênicos. 

Primer Seqüência (5’ – 3’) 

BCR-b1-A GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCC 

BCR-e1-A GACTGCAGCTCCAATGAGAAC 

ABL-a3-B GTTTGGGCTTCACACCATTCC 

MLL – A CCGCCTCAGCCACCTAC 

AF4 – B TGTCACTGAGCTGAAGGTCG 

E2A – A CACCAGCCTCATGCACAAC 

PBX – B TCGCAGGAGATTCATCACG 

TEL – A CGT GGA TTT CAA ACG TCC A 

AML1 – B CGC CTC GCT CAT CTT GCC TG 

 

Os produtos da amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 

2,0%, corado com brometo de etídio, para separação das bandas e visualizados à luz 

ultravioleta. A interpretação dos resultados foi realizada após foto documentação e análise 

das bandas com marcador de peso molecular de 100 pares de bases – pb (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA). 

Controles internos com o gene ABL (Tabela 7) de cada indivíduo e controles 

positivos de linhagem celular (K562, RS4, 697 e REH) ou amostra de paciente (BCR/ABL 
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p190) foram utilizados nas reações de RT-PCR para validar a amplificação. Controle com 

água também foi utilizado para avaliar qualquer possível contaminação (Figura 4). 

Tabela 7 - Seqüência dos primers utilizados na RT- PCR para controle interno (ABL). 

Primer Seqüência (5’ – 3’) 

ABL1 TGATTATAGCCTAAGACCCGGA 

cABL2  ACTGAAGCCGCTCGTTGGAACTCCAA 

 

Figura 4 - Resultados da detecção do rearranjo BCR/ABL p190 através do método RT/PCR.M = Marcador de 

100 pb; P1 a P6 = Pacientes; C1 a C6 = Controle interno (ABL); C+ = Controle positivo; H2O = Controle 

branco. 

 

3.6- Coleta dos Dados 

A coleta dos dados foi feita a partir do prontuário do paciente e laudos dos 

exames. Dados laboratoriais e clínicos foram anotados e armazenados em planilhas, tais 

como: idade, sexo, sobrevida global, situação, hemoglobina, leucócitos, plaquetas, blastos 

no SP e na MO, tipo da LLA, índice de DNA, % fase S, rearranjos e IMF dos anticorpos 

(Anexos). 

3.7- Aspectos Éticos 

O projeto foi submetido ao Comitê de Ética da Fundação Hemope. As amostras 

foram coletadas ao diagnóstico, após consentimento e os resultados dos testes foram 

disponibilizados para os prontuários dos pacientes. 

521 pb 
 
106 pb 

M       P1     C1      P2     C2     P3     C3     P4      C4      P5     C5     P6    C6      C+     H2O 
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Foram estudados 49 pacientes diagnosticados com LLA admitidos na Fundação 

Hemope no período de Março de 2004 a Março de 2006. 

Dos pacientes estudados 31 eram adultos com mediana de idade de 34 anos (19-

74) e 18 eram crianças com mediana de idade de 13 anos (2-18). Do grupo pediátrico 

apenas 4 tinham idade abaixo de 10 anos (Tabela 8). 

Tabela 8 - Freqüência quanto à faixa etária e sexo. 

Sexo 
Faixa Etária 

Masculino Feminino 
Total 

1 a 9 anos 02 02 04 

10 a 18 anos 08 06 14 

> 19 anos 17 14 31 

Total 27 22 49 

 

 

Com relação ao imunofenótipo (Tabela 9 e Figuras 5A e 5B) no grupo de adultos 

6 pacientes foram LLA T e 25 LLA B, enquanto que nas crianças 5 foram LLA T e 13 LLA 

B. O subtipo mais comum em crianças foi a LLA B comum, e nos adultos a LLA pré B. 

Tabela 9 - Freqüência quanto ao imunofenótipo dos pacientes separados pelos grupos etários. 

Tipo LLA 0 – 18 anos > 19 anos Total 

Pré-pré B 0 7 7 

B comum 7 8 15 

Pré B 4 9 13 

B sem classif. 2 1 3 

LLA T 5 6 11 

Total 18 31 49 
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Figura 5 - Freqüência quanto ao imunofenótipo dos pacientes adultos (A) e crianças (B). 

 

Os casos de LLA T concentraram-se nos casos de adolescentes e adultos jovens. 

Enquanto que nos casos de LLA B houve uma maior variabilidade encontrando casos de 2 

a 74 anos (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Distribuição dos casos quanto à idade. 
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Em relação a leucometria a maioria dos pacientes apresentou contagem elevada 

(Tabela 10). Mais da metade dos casos de LLA T (7/11) apresentou contagem de leucócitos 

acima de 50,0 x109/l (Figura 7). 

Tabela 10 - Freqüência quanto a leucometria. 

Idade Leucometria 

(x109/l) Adulto Criança 
Total 

< 10,0 12 3 15 

10,0 a 50,0 9 3 12 

> 50,0 10 12 22 

Total 31 18 49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Distribuição dos casos quanto à contagem de leucócitos. 

 

Quanto ao IMF do CD45 os casos de LLA B apresentam CD45 mais fracos. 

Enquanto nos casos de LLA T apenas 1 caso foi considerado negativo e alguns casos 

apresentaram intensidade forte (Figura 8). 
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Figura 8 – Distribuição dos casos quanto à intensidade do CD45. 

 

 

Foram a óbito 9 pacientes (7 LLA B e 2 LLA T) durante o 1° mês após o 

diagnóstico, 8 (6 LLA B e 2 LLA T) durante os 2° e 3° meses e 15 (14 LLA B e  1 LLA T)  

após o 3° mês. 

 

LLA T 

As características clínicas e hematológicas dos pacientes com LLA T estão 

representadas na Tabela 11. 

Tabela 11 – Dados clínicos e hematológicos dos pacientes com LLA T. 

 Mediana Variação 

Idade 19 8-29 

Masculino/Feminino 7/4  

Hemoglobina (g/dl) 8,0 3,3-14,1 

Leucócitos (x109/l) 81,5 5,3-485,5 

Plaquetas (x109/l) 30,0 13,0-167,0 
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Todos os pacientes LLA T foram positivos para o CD7 que foi considerado o 

padrão ouro para o diagnóstico. O CD3s foi positivo em 6 pacientes. O CD3cit foi feito em 

apenas 6 pacientes, pois não fazia parte do painel previamente estabelecido, e 5 deles foram 

considerados positivos. Em 9 pacientes foi encontrado o CD5, enquanto que o CD1a em 

apenas 3 casos. A co-expressão CD4/CD8 esteve presente em 2 casos. Apenas 1 caso teve 

expressão anômala do CD13. 

Não foram encontrados nenhum caso aneuplóide e nenhum caso com a presença 

de alguma das alterações moleculares pesquisadas. 

Nos casos de LLA T o número de leucócitos teve correlação com o HLA-DR e 

com o CD7 (r=-0,667 e p=0,050; r=0,618 e p=0,021; respectivamente). O HLA-DR teve 

uma correlação negativa com o CD7 (r=-0,704 e p=0,038). 

 

LLA B 

As características clínicas e hematológicas dos pacientes com LLA B estão 

representadas na Tabela 12. 

Tabela 12 – Dados clínicos e hematológicos dos pacientes com LLA B. 

 Mediana Variação 

Idade 29 2-74 

Masculino/Feminino 19/19  

Hemoglobina (g/dl) 7,5 2,2-15,1 

Leucócitos (x109/l) 32,7 1,1-300,4 

Plaquetas (x109/l) 34,5 7,0-298,0 

 

Todos os casos de LLA B foram positivos para o CD19. O CD79acit foi positivo 

em 30 (85,7%) casos. Em 5 (14,3%) casos a expressão do CD79acit foi muito baixa 

(IMF<30). Quatro (10,5%) pacientes não expressaram CD45 e 47,4% dos casos mostrou 

expressão do CD45 fraca quanto ao IMF (30,7-51,7). Foi encontrada expressão anômala de 

CD33 em 7 (29,2%) casos e nenhum caso teve expressão do CD13. 

Em 3 (8,1%) pacientes foi encontrada dissociação de maturação mostrando IMF 

CD19 forte e IMF CD45 fraco (Figura 9) e 5 (13,2%) pacientes apresentando IMF CD34 

fraco e IMF CD10 fraco (Figura 10). Em relação ao IMF CD19 e IMF CD79acit encontrou-
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se um perfil esperado (Figura 11), mas o IMF do CD79acit foi sempre mais baixo. Quanto 

ao IMF CD34 x IMF IgMcit em 72,2% dos pacientes foi encontrada uma distribuição 

esperada com IMF CD34 fraco e IgMcit forte e vice-e-versa (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Distribuição quanto ao IMF CD45 x IMF CD19. 
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Figura 10 - Distribuição quanto ao IMF CD34 x IMF CD10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Distribuição quanto ao IMF CD19 x IMF CD79acit. 
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Figura 12 - Distribuição quanto ao IMF CD34 x IMF IgMcit. 

 

 

 

Quanto ao índice de DNA, foram encontrados 5 casos hiperdiplóides e 42 

diplóides. Os casos hiperdiplóides foram 2 (11,8%) crianças e 3 (10%) adultos. Não foram 

encontrados casos hipodiplóides. 

A porcentagem de células em Fase S foi muito heterogênea e não variou entre os 

grupos de crianças e adultos nem entre os grupos de LLA B e LLA T (Tabela 13). 

Tabela 13 - Índice de proliferação dos pacientes com LLA. 

 Mediana % Fase S Variação 

Crianças 2,10 0,4-12,6 

Adultos 1,88 0,1-17,0 

LLA B 2,02 0,18-17,02 

LLA T 1,82 0,1-15,09 
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A pesquisa dos rearranjos gênicos foi realizada em 45 pacientes (Tabela 14). 

Cinco foram positivos para o rearranjo BCR/ABL, sendo 4 para BCR/ABL p190 e 1 

BCR/ABL p210. Dois pacientes foram positivos para o rearranjo E2A/PBX1 e 2 para 

AF4/MLL. Não foi encontrado nenhum caso positivo para o rearranjo TEL/AML1. 

Tabela 14 - Freqüência dos rearranjos gênicos encontrados. 

 Faixa Etária n Fenótipo 

BCR/ABL Criança 1 Pré B 

 Adulto 4 B comum e pré B 

    

E2A/PBX1 Adulto 2 Pré B 
 

   

AF4/MLL Criança 1 Pré-pré B 

 Adulto 1 Pré-pré B 

 

 

Nos casos de LLA B o CD45 teve correlação com o número de leucócitos e com o 

CD10 (r=0,298 e p=0,034; r=-0,297 e p= 0,034; respectivamente). O HLA-DR teve uma 

correlação com o CD19 (r=0,460 e p=0,006). O CD34 teve correlação com o CD10, com o 

CD22 e com a IgMcit (r=0,272 e p=0,049; r=0,309 e p=0,033; r=-0,363 e p= 0,014; 

respectivamente). E o CD79acit teve correlação com a IgMcit (r= 0,440 e p=0,004). 
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Os resultados do grupo de adultos apresentados durante nosso período de estudo 

representam a cobertura da LLA na região do Recife, Pernambuco. No grupo infantil nossa 

amostragem não representa essa cobertura, pois as crianças com LLA também são 

atendidas em outros dois hospitais especializados em pediatria, diminuindo, assim, o 

número dos casos infantis atendidos pelo Hospital Hemope.  

O painel utilizado mostrou efetividade no diagnóstico no sentido de separar LLA 

de origem B e T. Permitiu também classificar os casos segundo a OMS. A intensidade de 

fluorescência descreve melhor a distribuição dos antígenos nas células leucêmicas e é 

utilizado no estudo de DRM (BOROWITZ, 1997; REGO, 1999). Utilizando o IMF tivemos 

dificuldade em classificar alguns casos, por expor mais os assincronismos de maturação. O 

painel ideal seria com a utilização do CD45 como terceira cor para uma melhor seleção da 

população de blastos sem contaminação com células normais. Principalmente, nos casos de 

amostras hemodiluídas ou com baixa contagem de blastos é necessário identificar as células 

blásticas. O gráfico SSC x CD45 exibe a marcação dos lugares dos linfócitos residuais, 

monócitos, polimorfonucleares e a posição específica das células blásticas, permitindo 

identificar a população dos blastos para análises com outros marcadores (BENE, 2005). 

O estudo do imunofenótipo tem sido essencial no diagnóstico da LLA. Durante as 

duas últimas décadas, a imunofenotipagem na LLA era aplicada principalmente para 

distinguir LLA de LMA, para indicar a linhagem dos blastos leucêmicos e para examinar o 

padrão da expressão do antígeno de membrana na resposta ao tratamento. Adicionalmente, 

na observação de que blastos leucêmicos freqüentemente apresentam expressão de 

antígenos aberrantes ou assincronismos comparado com a diferenciação da célula 

hematopoiética normal, as características fenotípicas associadas à leucemia tem sido 

rotineiramente usadas na detecção de DRM na LLA. Mais recentemente, a 

imunofenotipagem em conjunto com estudos citogenéticos e moleculares tem encontrado 

associações significantes entre características imunofenotípicas e anormalidades 

cromossômicas numéricas e/ou estruturais que tem contribuído para uma classificação mais 

refinada, especialmente nas LLAs de células precursoras B (SCHABATH, 2003; GARCIA 

VELA, 2000; DI BONA, 2002; RILEY, 2002; ORFAO, 2004; BENE, 2005). 

A LLA T não tem sido associada com características genéticas específicas 

(ORFAO, 2004; BRUNNING, 2001). As LLAs T são caracterizadas por altas contagem de 
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leucócitos ao diagnóstico, freqüente presença de massa mediastinal e envolvimento com 

SNC (HOELZER, 2002; BRUNNING, 2001). No nosso estudo 63,6% dos casos de LLA T 

apresentaram contagem de leucócitos > 50,0 x109/l. Em nenhum caso foi encontrado 

presença dos rearranjos pesquisados e nem aneuploidias, que normalmente são encontradas 

nas LLAs de células precursoras B. 

Foi possível definir a linhagem celular com o painel primário em 100% dos casos 

de LLA T. O CD7 foi mais efetivo que o CD3s para o diagnóstico desses casos. Isso se 

deve porque o marcador que aparece mais precocemente nas células T é o CD3 

intracitoplasmático e o CD7 de superfície. O CD3s só aparece no estágio mais maduro das 

células T (BENE, 2005). Por isso, estamos incluindo o CD3cito no nosso painel de rotina 

para diagnóstico da LLA T. 

O CD5 esteve presente em 9 pacientes. Riley et al (2002) mostraram que em 

pacientes com leucócitos periféricos abaixo de 50,0 x109/l o CD5 foi um fator importante 

na SLE. O CD1a foi encontrado em apenas 3 casos de LLA T. Estudos recentes em 

crianças e adultos tem mostrado que pacientes com LLA T CD1a+ apresentam melhor 

resposta ao tratamento (SCHABATH, 2003). 

O fenótipo aberrante encontrado nos casos de LLA T foi o marcador de linhagem 

cruzada CD13. Outros autores encontraram expressão desse marcador em cerca de 50% dos 

casos (BABUSIKOVA, 2002; GARCIA VELA, 2000). Kalem et al (2003) encontraram 

4,3% dos casos de LLA T com expressão do CD33 e nenhum caso expressou o CD13. 

Com o painel primário foi possível definir a linhagem celular de todas as LLAs B. 

O painel secundário foi muito útil para a classificação dos subtipos. A maioria dos casos 

teve imunofenótipo de LLA B comum e LLA pré B, assim como descritos em vários 

estudos (REGO, 1995; GARCIA VELA, 2000; REGO, 2003; FORESTIER, 2006; 

MARTINEZ, 2006). Nesse estudo foi possível observar que não é necessária a marcação de 

Kappa e Lambda, onde, esses marcadores são indispensáveis nas doenças hematológicas 

mais maduras. Nas LLAs é necessário a pesquisa de IgM citoplasmática e de superfície 

para classificação quanto ao grau de maturação. 

A maioria dos pacientes mostrou expressão do IMF do CD45 fraca. Nakamura et 

al (2001) e Adam et al (2006) descreveram que altos níveis de expressão do CD45 

correlacionam com pior prognóstico. O Pediatric Oncology Group (POG) também estudou 
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a intensidade do CD45 em crianças com LLA B e mostraram que a positividade >75% 

correlacionou com pior prognóstico para crianças maiores que um ano de idade (RILEY, 

2002). A perda da expressão de CD45 é um fator prognóstico favorável em crianças, por 

apresentarem melhor resposta a quimioterapia, contagem mais baixa de leucócitos, 

hiperdiploidia (>50 cromossomos) e índice de DNA ≥1.16 (BOROWITZ, 1997). 

A expressão aberrante de CD33 foi encontrado em 29,2% dos nossos casos de 

LLAs B. Den Boer et al (1999) descreveram expressão de marcadores mielóides em 36% 

das LLAs. Kaleem et al (2003) encontraram expressão do CD33 e do CD13 em 9% cada. Já 

García Vela et al (2000) observaram em 47% dos casos de LLA B expressão desses 

marcadores, sendo 85% de CD13 e 75% de CD33. A incidência de expressão aberrante nas 

LLAs varia de 7 a 75%. Essas discrepâncias podem ser devido à utilização de diferentes 

fluorocromos (GARCIA VELA, 2000). 

Encontra-se uma freqüência de hiperdiploidia (>50 cromossomos) de 4-9% em 

adultos e 14-27% em crianças com LLA (FADERL, 1998), semelhante à encontrada no 

nosso estudo. Não encontramos casos hipodiplóides. Pui et al (2004) encontraram uma 

freqüência de hipodiploidia em 1% nas crianças e 2% nos adultos. A hipodiploidia é 

relativamente rara tanto em crianças quanto em adultos com LLA e está relacionada a um 

pior prognóstico (FARIAS, 2004). 

As LLAs com fusão gênica TEL/AML1 são encontradas numa freqüência de 15-

24% em crianças e 2-3% em adultos e usualmente são do tipo B comum ou pré-B (PUI, 

2004; EMERENCIANO, 2005). Não encontramos nenhum caso dessa fusão no nosso 

estudo. Num trabalho realizado por Magalhães et al (2000) em 67 crianças com LLA do 

sudeste do Brasil foi encontrada uma freqüência (20%) do rearranjo TEL/AML1 similar a 

relatada predominantemente em populações caucasóides. Segundo os resultados do Grupo 

Brasileiro de Tratamento das Leucemias Infantis de pacientes incluídos no protocolo 

GBTLI/93 foi encontrado 19,2% desse rearranjo nas crianças com LLA (dados não 

publicados). Estudos realizados na Índia por Hill et al, Inamdar et al e Siraj et al acharam 

uma baixa freqüência (4,8%; 8,7% e 7%, respectivamente) em pacientes pediátricos com 

LLA B. No estudo realizado por García-Sanz et al na Espanha, usando RT-PCR e FISH em 

38 amostras de crianças com LLA, nenhum paciente apresentou o rearranjo TEL/AML1. Em 

contraste, estudos realizados na população chinesa por Liang et al e Tsang et al 
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encontraram alta freqüência desse rearranjo (17% e 17,9%, respectivamente). Há variações 

geográficas na presença desse rearranjo nas LLAs (HILL, 2005). Como o pico de 

incidência desse rearranjo está entre 2-7 anos e só tivemos 2 pacientes dentro dessa faixa 

etária seria necessário um número maior de crianças para ter certeza de qual a freqüência 

do rearranjo TEL/AML1 na população de Pernambuco e também possíveis variações 

geográficas que possam a vir ocorrer nas diferentes regiões do Brasil. 

Encontramos 6,9% do rearranjo E2A/PBX1 em adultos com LLA, todos com 

fenótipo pré-B. Pacientes com a presença desse rearranjo têm resposta ruim ao tratamento 

padrão. No entanto, tratamento com quimioterapia intensificada tem mostrado resultados 

melhores que pode amenizar ou anular o impacto de prognóstico adverso da t(1;19) 

(FROST, 2004). Esse tipo de translocação está associada quase exclusivamente a LLA pré-

B (APLAN, 2006). A t(1;19) é detectada em aproximadamente 5-6% das crianças e em 

menos que 5% dos adultos com LLA (FADERL, 1998). 

O cromossomo Philadelphia t(9;22) derivado da fusão BCR/ABL é associado, 

particularmente, a prognóstico ruim. LLA BCR/ABL+ é considerada de alto risco e 

normalmente ocorre em adultos (HOTFILDER, 2005). A presença do rearranjo BCR/ABL é 

um fator prognóstico negativo importante e sua ocorrência é comum na LLA de células 

precursoras B (B comum e pré-B) (GLEISSNER, 2002). Encontramos uma freqüência em 

crianças semelhante à descrita por alguns estudos. Embora, a freqüência em adultos tenha 

sido um pouco abaixo da mencionada na literatura (FADERL, 1998; VAN DONGEN, 

1999; KUCHINSKAYA, 2005). No estudo de pacientes incluídos no protocolo GBTLI/93 

foi encontrada uma freqüência baixa (1,4%) nas crianças com LLA (dados não publicados). 

Pacientes com LLA B AF4/MLL+ também são considerados de pior prognóstico. 

Embora, translocações no gene MLL são raramente associadas com a LLA T, esses 

pacientes apresentam bom prognóstico. A presença desse rearranjo tem sua maior 

freqüência em menores de 1 ano (HOTFILDER, 2005; APLAN, 2006). Esse tipo de 

leucemia é predominantemente associado a LLA pré-pré-B (EMERENCIANO, 2005). 

Geralmente é encontrado em pacientes com altas contagem de leucócitos, organomegalias e 

envolvimento no SNC (FADERL, 1998). No nosso estudo a freqüência de casos 

AF4/MLL+ em adultos foi semelhante à descrita em outros estudos e nas crianças 

encontramos uma freqüência um pouco mais alta (FADERL, 1998; VAN DONGEN, 1999; 
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GLEISSNER, 2005). Os resultados do estudo do Grupo Brasileiro (GBTLI/93) também 

mostram uma freqüência mais alta (4,1%) nas crianças com LLA (dados não publicados). 

Seria necessário aumentar o número de casos e principalmente o tempo de 

observação para estudarmos melhor os parâmetros por nós analisados na sobrevida dos 

pacientes. 
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- Os anticorpos utilizados foram suficientes para classificar imunologicamente os casos. 

- Com a análise no Programa Paint-a-Gate foi possível classificar as LLAs utilizando o 

IMF. 

- O CD7 foi mais efetivo que o CD3s para o diagnóstico das LLA T. 

- A freqüência encontrada de casos hiperdiplóides foi semelhante à mencionada na 

literatura.  

- A taxa de proliferação foi muito variável, mas não teve relação com a idade, nem com o 

tipo de LLA. 

- Os rearranjos encontrados apresentaram associação com os subtipos de LLA conforme 

descrito na literatura. Embora, a freqüência de adultos com BCR/ABL tenha sido abaixo da 

relatada. 
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Tabela 1: Características clínicas e laboratoriais dos pacientes com LLA T. 

 

Tabela 2: Características imunofenotípicas dos pacientes com LLA T. 

 

 

Caso 
Idade 
(anos) 

SG 
(dias) 

Situação 
Blastos Fim 
Indução (%)

Leucócitos 
(x109/l) 

Blastos 
SP (%) 

Blastos 
MO (%)

Índice 
de DNA

Fase S 
(%) 

BCR/ABL 
p190 

BCR/ABL 
p210 

AF4/MLL E2A/PBX1 TEL/AML1 

1 21 420 1 0 14,6 1 32 1 17,02 0 0 0 0 0 
6 14 930 0 0 27,1 32 86 1 1,25 0 0 0 0 0 
10 19 31 1  81,5 94 82 1 3,08 0 0 0 0 0 
18 13 734 0 0 98,9 65 96 1 0,98 0 0 0 0 0 
20 22 731 0 1 5,3 31 97 1 0,18 0 0 0 0 0 
26 9 74 1 0 83,8 78 95 1 2,1 0 0 0 0 0 
27 8 7 1  485,5 84  1 12,58      
31 20 478 0 0 41,7 24 90 1 1,94 0 0 0 0 0 
32 29 40 1  96,7 98 96 1 0,35 0 0 0 0 0 
37 16 335 0 0 318 95 79   0 0 0 0 0 
45 22 168 0 0 57 43 73 1 3,14 0 0 0 0 0 

Caso 
Subtipo 
LLA T 

IMF 
CD45 

IMF 
CD19 

IMF 
CD10 

IMF 
CD34 

IMF 
HLA-DR

IMF 
CD3s 

IMF 
CD3cit 

IMF 
CD7 

IMF 
CD5 

IMF 
CD1a 

IMF 
CD4 

IMF 
CD8 

IMF 
CD13 

IMF 
CD33 

1 2 548,7 0 0 0 150,7 86 48,3 44,5 114,4 0 48,5 1299,7 0 0 
6 2 338,8 0 0 0 253,3 71,3  39,5 97,4 193,5 78,8 346,6 0 0 

10 1 68,3 0 0 158,8 25,6 130,4 22,7 142,3 97,5 0 0 0 0 0 
18 1 142,7 0 0 0 0 164,2 119,6 196,8 29,8 0   0  
20 1 34,9 0 0 21,2 41,3  36,3 39,1 47,3 0 25,8 212,6 0 0 
26 1 198,2 0 0 0  0  120,8 45,8 0 38,5 295 0 0 
27 2 103,3 0 37,3 0  23,8  50,8 85,6 36,6 0 156,3  0 
31 1 220 0 0 128,9 0 32,8  46,4 33,5 28,6 20,6 124 0  
32 1 105,8 0  63,1  0 215,6 134,3 227,8 23,8 19 36,7 111,9 0 
37 1 154,6   51,1  23 375,2 80,6 37,1 59,9 216,2 124 0  
45 2 66 0 0 0 0 35,5  123,3      0 



 

 

 

Anexos 

65 

Tabela 3: Características clínicas e laboratoriais dos pacientes com LLA B. 

 

Caso 
Idade 
(anos) 

SG 
(dias) 

Situação 
Blastos Fim 
Indução (%)

Leucócitos 
(x109/l) 

Blastos 
SP (%) 

Blastos 
MO (%)

Índice 
de DNA

Fase S 
(%) 

BCR/ABL 
p190 

BCR/ABL 
p210 

AF4/MLL E2A/PBX1 TEL/AML1 

2 59 40 1  5,2 43  1 2,74 0 0 0 0 0 
3 13 939 0 5 68,1 74 76 1 1,29 1 0 0 0 0 
4 12 107 1 0 25,2 2 68 1 5,13 0 0 0 0 0 
5 27 17 1  49,5 96  1 1,82 0 0 0 1 0 
7 31 450 1 0 3,9 29 99 1 0,77 0 0 0 0 0 
8 2 900 0 1 4,3 22 96 1,22 1,43 0 0 0 0 0 
9 34 898 0 74 7,2 31 96,4 1 0,72 0 0 0 0 0 
11 60 39 1  85,2 97 100 1 2,93 0 0 0 0 0 
12 29 308 1 1 11 74 95 1 15,09 0 0 0 1 0 
13 18 836 0 0 88,4 94 94 1 10,8 0 0 0 0 0 
14 35 34 1  5,6 40 100 1 0,68 0 0 0 0 0 
15 19 387 1 0 45,8 82 89 1 3,05 0 0 0 0 0 
16 49 736 0 0 3,3 14 56 1 0,5      
17 29 770 0 1 70,6 87 93 1 1,29      
19 62 40 1  59,6 67 95 1 4,33 1 0 0 0 0 
21 50 95 1  212 96 89 1 0,64 0 1 0 0 0 
22 74 18 1  35 89 94 1,16 0,23 1 0 0 0 0 
23 16 166 1 0 124,4 91 70 1 0,4 0 0 1 0 0 
24 7 658 0 0 1,8 3 94 1,25 5,92 0 0 0 0 0 
25 14 20 1  62 74 88 1 7,23 0 0 0 0 0 
28 17 216 1 75 300,4 0 87 1 0,58 0 0 0 0 0 
29 11 31 1  2 0 94 1 3,47      
30 62 23 1  262 91 85 1 4,63 0 0 1 0 0 
33 13 93 1 0 188,5 94 93 1 1,28 0 0 0 0 0 
34 51 223 1 0 2,1 44 74 1 0,1 0 0 0 0 0 
35 30 427 0 0 72,9 95 100 1 3,99 0 0 0 0 0 
36 36 70 1  7,7 3 94   0 0 0 0 0 
38 44 142 1 0 39,6 0 48 1 1,31 0 0 0 0 0 
39 24 219 1 0 30,4 84 100 1 0,53 0 0 0 0 0 
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Tabela 3: Características clínicas e laboratoriais dos pacientes com LLA B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caso 
Idade 
(anos) 

SG 
(dias) 

Situação 
Blastos Fim 
Indução (%)

Leucócitos 
(x109/l) 

Blastos 
SP (%) 

Blastos 
MO (%)

Índice 
de DNA

Fase S 
(%) 

BCR/ABL 
p190 

BCR/ABL 
p210 

AF4/MLL E2A/PBX1 TEL/AML1 

40 66 99 1  78 89 93 1 4,28 1 0 0 0 0 
41 16 295 0 0 17 67 87 1 0,51 0 0 0 0 0 
42 52 12 1  1,9 51 93 1 7,74 0 0 0 0 0 
43 16 284 1 27 140,6 0 87 1 2,11 0 0 0 0 0 
44 22 118 0 0 1,1 7 82 1 1,26 0 0 0 0 0 
46 22 239 1 0 2,6 16 84 1,36 9,03 0 0 0 0 0 
47 59 61 1  19,4 79 86 1 0,79 0 0 0 0 0 
48 59 6 1  2,3 50 64 1,26 3,74 0 0 0 0 0 
49 12 238 0 0 124,1 90 100 1 3,87 0 0 0 0 0 
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Tabela 4: Características imunofenotípicas dos pacientes com LLA B. 

Caso 
Subtipo 
LLAB 

IMF 
CD45 

IMF 
CD19 

IMF 
CD10 

IMF 
CD34

IMF 
HLA-DR

IMF 
CD22

IMF 
IgMs 

IMF 
Kappa s

IMF 
Lambda s 

IMF 
CD79a c 

IMF 
IgMc 

IMF 
Kappa c

IMF 
Lambda c

IMF 
CD13

IMF 
CD33 

2 3 111,4 54,9 176,2 211,4 82,9 46,9    693,7 205,4   0 0 
3 3 42,6 41,2 45,3 149,9  37,7 116,4 0 0 83,3 121   0  
4 2 86 138,3 26 209,3  28,6 0 0 0     0  
5 3 263,8 296,8 46,8 0 342 38,4    303,7 57,8   0 0 
7 1 91 189,6 0 597,6 84,5 39,3    81,7 0   23,5 151,8 
8 3 47,3 259 102,4 588,1 284,6 142,5    137 65,5   0 0 
9 3 335,2 260,8 0 0 183,1 58,1    62,5 276,4   0 0 
11 1 65,3 133,8 0 1556, 182,4 34,2    136,1 45,4   27,6  
12 3 171,8 180,8 0 0 195,6 34    77,9 98,8   0  
13 3 51,7 345,2 0 0 266 22,7    49,6 269,6   0  
14 2 23,5 99,4 24,8 57,4 51 35,2    31,2 76,9   0  
15 1 139,7 55,6 0 157,9 47,2 128,9 0 0 0 22,1 0 0 0 0 0 
16 1 90,5 264,5 20,2 337,2 197,3 39,4 0 0 0 27,8 0 0 0 0 135,1 
17  102,9 164,8 20,1 0 173,5 24,5 0 0 0 25,1 0 0 0 0 26,3 
19 2 131,4 311,4 27,4 78,9 335,6 59 0 0 0 22,6 0 0 0 0 35,1 
21 3 370,3 107,4 0 0 22,6 49,5 0 0 0 123 385,5 0 0 0  
22 3 43,7 153,5 96,4 101,1      84,1 169,5   0 0 
23  96,3 122,3 0 0  25,3 0 0 0 48,4 0 0 0  0 
24 3 23,1 167 153,7 37,2  43 26,2 0 0 75,1 148,8 0 0  0 
25 2 34,6 44,3 321,7 122,8  41,9 0 0 0 39,6 0 0 0 0 88,1 
28 2 132 187,3 186,6 77,8  89 0 0 0 83 144,9 0 0   
29 2 40,9  117,5 35,3  50    110,9 241,6   0  
30 1 182,9 187,7 0 67,1  0  0 0 46,8 0 0 0 0  
33  41,2 167,7 0 0 57,9 0 0 0 0 153,2 0 0 0 0  
34 2 30,7 147,7 32,3 148,5  30,4 0 0 0 52,7 0   0 0 
35 2 84,1 357,8 139,3 190,1 64,9 47,7    87,3 0   0  
36 3 134,6 171,6 0 0 460,6 28,5 28,2 38,1 0  26,6   0  
38 2 45,4 105,9 425,6 32,6 103,2 36,6         31,3 
39 1 117,3 234,4 24,3 1091, 211,8 387,9  0 0 29,6 0 0 0 0  
40 2 38,1 196,1 38 213,9 143,6  0 0 0 32,6 0 0 0 0 0 
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Tabela 4: Características imunofenotípicas dos pacientes com LLA B. 

 

Caso 
Subtipo 
LLAB 

IMF 
CD45 

IMF 
CD19 

IMF 
CD10 

IMF 
CD34

IMF 
HLA-DR

IMF 
CD22

IMF 
IgMs 

IMF 
Kappa s

IMF 
Lambda s 

IMF 
CD79a c 

IMF 
IgMc 

IMF 
Kappa c

IMF 
Lambda c

IMF 
CD13

IMF 
CD33 

41 2 0 401,4 26,5 55,7 122,5 344,4 0 0 0 30,9 0 0 0 16,4 0 
42 3 175 167,3 0 0 589,1 277,8 19,9 0 0 147,2 16,2 20,3 0 0 0 
43 2 103,5 188,5 168 754,9 285,5 272,2 0 0 0 64,9 0 0 0 0 21,3 
44 2 83,1 303,8 322,4 356,2 196,8 206,2 0 0 0 42,1 0 0 0 0 0 
46 3 15,6 641 67,1 0 411,7 0 0 0 0 103,1 31,4 0 0 0 256,8 
47 2 214,2 253,9 711,1 200,3 469,1 0 0 0 0 156,4 0 0 0 25,3 0 
48 1 33,7 71,9 24,7 224 0 65,9 0 0 0 52,6 0 0 0 0 47,8 
49 2 125,3 624,4 47,9 0 142,7 154,6 0 0 0 98,8 0 0 0  0 


