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RESUMO 
 

A leucemia linfoblástica aguda de células precursoras B (LLAcpB) corresponde a 85% das 

leucemias infantis a nível mundial. Nos países da OECD, a taxa média de sobrevivência das 

crianças de 0-14 anos, entre 2010 a 2014, foi de 86.7% enquanto em países em desenvolvimento 

essa taxa é inferior a 70%. A sobrevivência infantil com cancro em África chega a 70-80% em 

5 anos. A implementação de novas técnicas como índice de DNA (DI) em países em desenvol-

vimento, como Moçambique, pode melhorar o diagnóstico e acompanhamento das crianças com 

LLAcpB. Neste estudo, o diagnóstico foi baseado na morfologia de medula óssea (MO) e san-

gue periférico (SP) e a avaliação do DI foi determinado por citometria de fluxo, permitindo 

correlacionar a quantidade de DNA presente nas células em fase G0/G1 do ciclo celular com o 

número esperado de cromossomas. Este trabalho teve como objetivo padronizar e implementar 

a técnica de DI nos laboratórios do Hospital Aristides Maltez (Bahia) e do Centro de Investiga-

ção e Treino em Saúde da Polana Caniço, CISPOC (Moçambique), como ferramenta de diag-

nóstico molecular para pacientes com LLAcpB. Foram avaliadas amostras de MO e SP, recebi-

das entre Dezembro de 2022 e 2023 da Bahia e Moçambique. Inicialmente a metodologia foi 

padronizada na Bahia e posteriormente transferida para Moçambique. Na padronização usou-se 

anticorpos monoclonais para evitar interferência com a faixa de emissão da fluorescência do 

iodeto de propídeo. Os resultados indicam que o DI é um bom método para auxiliar na estima-

tiva do prognóstico dos pacientes com neoplasias hematológicas. 

 

Palavra-chave: Leucemia aguda; Leucemia linfoblástica aguda de células precursoras B; 

Índice de DNA, Imunofenotipagem; Iodeto de propídeo. 
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ABSTRACT 
 

B-cell acute lymphoblastic leukemia (Bcp-ALL) accounts for 85% of childhood leukemias worldwide. 

Between 2010 and 2014, the average survival rate for children aged 0-14 years was 86.7% in OECD 

countries, compared to less than 70% in developing nations. In Africa, the survival rate for children with 

cancer is significantly lower than in developed countries, where the 5-year overall survival (OS) reaches 

70-80%. The implementation of new techniques, such as the DNA index (DI), in developing countries 

like Mozambique could help improve the diagnosis and monitoring of children with B-ALL. In the 

samples analyzed, the diagnosis was based on the morphology of the bone marrow (BM) and peripheral 

blood (PB). DI evaluation was determined by flow cytometry, which correlates DNA present in cells 

during the G0/G1 cell cycle phase with the expected chromosome number. The study aimed to stand-

ardize and implement the DI technique in the laboratories of Aristides Maltez Hospital (Bahia) and the 

Polana Caniço Health Research and Training Center (CISPOC) in Mozambique as a molecular diagnos-

tic tool for Bcp-ALL patients. BM and PB samples collected between December 2022 and 2023 from 

Bahia and Mozambique were analyzed. The methodology was initially standardized in Bahia, and then 

transferred to Mozambique. Monoclonal antibodies were used in the standardization to avoid interfering 

with the fluorescence emission range of propidium iodide. Results indicate that DI is an effective method 

for assessing the prognosis of  patients diagnosed with hematological malignancies. 

 

Keywords: Acute leukemia; Acute precursor B-cell lymphoblastic leukemia; DNA index, Immunophe-

notyping; Propidium iodide.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Leucemogênese 
 

As doenças hematológicas, também conhecidas como neoplasias hematológicas, resultam de alterações 

genéticas em uma célula hematopoiética que se expande de forma monoclonal  (Sant et al., 2010). Essas 

doenças são caracterizadas por serem clonais, originadas de uma única célula na medula óssea (MO), 

no timo ou no tecido linfoide periférico, que sofreu uma ou mais mutações genéticas. Essa célula passa 

por divisões mitóticas contínuas, resultando no desenvolvimento de um clone que prolifera descontro-

ladamente e é resistente à apoptose (Sant et al., 2010). As leucemias são um grupo de doenças malignas 

hematológicas caracterizadas pela proliferação descontrolada de leucócitos, diferindo na etiologia, pa-

togénese, prognóstico e resposta ao tratamento (Dong et al., 2020; Lightfoot et al., 2016). Os diferentes 

tipos de leucemia apresentam variações em termos de patogénese, origem, frequência e perspetivas de 

prognóstico (Dong et al., 2020). 

As leucemias são comumente categorizadas conforme a origem das células (linfoide ou mieloide), con-

forme mostrado na figura 1.1, e o ponto de maturação em que o desenvolvimento é interrompido (agudo 

ou crónico) (Baeker Bispo et al., 2020). As células linfoides têm sua origem inicial nas células-tronco 

hematopoiéticas pluripotentes presentes na MO. O desenvolvimento normalmente é adequadamente 

controlado por meio da transdução de sinal celular, ativação de fatores de transcrição e seleção posi-

tiva/negativa (Huang et al., 2020). 

A leucemia aguda (LA) é definida pela infiltração de mais de 20% de blastos na MO ou no sangue 

periférico (SP) e pode também ser diagnosticada pela identificação de alterações genético-moleculares 

específicas da doença (Onciu, 2009). É o cancro mais comum na infância, afetando cerca de 35 crianças 

a cada milhão, com idades entre 0 e 14 anos a cada ano (Qiu et al., 2021; Schwab & Harrison, 2018; 

Teachey & Pui, 2019). É responsável por cerca de 75% dos casos diagnosticados em crianças a nível 

mundial e adultos jovens, com um pico de incidência entre 2 e 5 anos de idade (Dong et al., 2020; Tian 

et al., 2023). 

As formas crónicas de leucemia são muito raras em crianças de todas as idades e na grande maior dos 

casos envolve os linfócitos B. A sua incidência é maior a partir dos 60 anos e é mais frequente em 

pessoas do sexo masculino. (Dong et al., 2020; Tracy & Eve, 2017). 

A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é uma condição maligna clonal caraterizada pela proliferação 

anormal de precursores hematopoiéticos na MO e na corrente sanguínea (Qiu et al., 2021; Smaldone 

et al., 2019). As LLA progridem rapidamente e necessitam de tratamento urgente, pois podem ser fatais. 

Quando diagnosticadas e tratadas precocemente, têm maior chance de sucesso terapêutico. Por outro 

lado, as leucemias linfoides crónicas evoluem lentamente e podem não requerer tratamento imediato 

após o diagnóstico (Whitehead et al., 2016). 
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Figura 1.1: Esquema da Hematopoese. A figura ilustrativa esquematiza a sequência de processos que ocorre durante a he-

matopoiese. Todas as células hematológicas têm uma origem em comum derivada de uma célula tronco. Após o estímulo 

apropriado a célula dá origem a duas linhagens hematológicas sendo elas as células linfóides que dão origem a linfócitos B e 

T, e células mieloides que dão origem a hemácias, plaquetas e granulócitos (neutrófilos, monócitos, eosinófilos, basófilos). 

(https://www.proenem.com.br/enem/biologia/tecido-sanguineo/) 

Com base no imunofenótipo a LLA pode ser classificada em dois subtipos LLA de células precursoras 

B (LLcpB) que corresponde 85% das leucemias infantis e LLA de células T (LLA-T) correspondente 

a 15% dos casos (Duffield et al., 2023; Muller & Inaba, 2023; Smaldone et al., 2019; Teachey & 

Pui, 2019). É reconhecido que o surgimento da LLAcpB está associado a diversas mutações genéticas, 

que frequentemente se inicia em progenitores linfoides pouco diferenciados presentes na MO. Esse pro-

cesso é sucedido por etapas de expansão clonal, diferenciação, proliferação celular desordenada e blo-

queio na apoptose, resultando, em última instância, na substituição de células linfoides normais por 

células malignas (Huang et al., 2020). O National Cancer Institute (USA) categoriza os pacientes com 

LLAcpB em risco padrão ou alto com base em idade e contagem de leucócitos. Pacientes com idade 

entre 1 e 10 anos ou com contagem de leucócitos ≤ 50.000 células/µL são considerados de baixo risco 

de recaída. Já aqueles com idade ≤ 1 ano ou ≥ 10 anos, ou com contagem de leucócitos ≥ 50.000 célu-

las/µL, em tratamento são classificados de alto risco (Smith et al., 1996). A LLAcpB é o subtipo comum 

de leucemia na infância com pico de incidência entre 2 a 5 anos de idade ( Pui et al, 2008; Inaba et al., 

2013). De modo geral, crianças com este subtipo leucémico têm um prognóstico mais favorável em 

comparação com a LLA-T, que é vista como um fator clínico prognóstico desfavorável (Armstrong & 

Look, 2005; Inaba et al., 2013; Othman et al., 2015).  

https://www.proenem.com.br/enem/biologia/tecido-sanguineo/
https://www.proenem.com.br/enem/biologia/tecido-sanguineo/
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À medida que o conhecimento avançou, as anomalias cromossômicas recorrentes associadas a esta do-

ença foram identificadas, tornando a citogenética uma ferramenta confiável para a estratificação de 

risco. Essas lesões gênicas interferem principalmente na proliferação celular e na diferenciação (Pui et 

al, 2008) bloqueando fatores de transcrição hematopoiéticos ou ativando oncogenes, o que se torna cru-

cial para a leucemogênese  (Mullighan, 2011). Nos últimos anos, a taxa de cura das LLAcpB apresentou 

um aumento significativo. No entanto, mesmo com esse avanço, cerca de 15% dos pacientes com 

LLAcpB ainda enfrentam recaídas (Harrison, 2009; Huang et al., 2020; Mullighan et al., 2012). 

Contudo, nas LLAcpB, as anormalidades das células linfoides no estágio precursor B impedem o pro-

cesso de diferenciação linfoide, resultando em uma proliferação e sobrevivência celular fora do padrão. 

É reconhecido que o surgimento da LLAcpB está associado a diversas mutações genéticas, que frequen-

temente se inicia em progenitores linfoides pouco diferenciados presentes na MO. Esse processo é su-

cedido por etapas de expansão clonal, diferenciação, proliferação celular desordenada e bloqueio na 

apoptose, resultando, em última instância, na substituição de células linfoides normais por células ma-

lignas (Huang et al., 2020; Cooper, S. L. 2015). 

Atualmente, o tratamento padrão para a LLAcpB é a terapia direcionada ao risco (Huang et al., 2020). 

A idade no momento do diagnóstico é considerada como um importante fator prognóstico, a contagem 

inicial de leucócitos, as características imunofenotípicas e citogenéticas da população de células ima-

turas, e a rapidez da resposta ao tratamento inicial no momento do diagnóstico são outros fatores 

considerados fundamentais para avaliar o nível de risco (baixo ou alto) (Huang et al., 2020; Inaba et 

al., 2013; Mansoor et al., 2023). Apesar dos avanços obtidos nos tratamentos terapêuticos e resultado 

de sobrevivência nas últimas décadas, a LLA permanece como a principal responsável pelas mortes 

por cancro em crianças, e continua a representar um desafio significativo (Huang et al., 2020; Qiu 

et al., 2021; Smaldone et al., 2019). A eficácia desse tratamento requer a implementação de um 

protocolo de múltiplos medicamentos, dividido em três etapas distintas (indução, consolidação e ma-

nutenção) (Huang et al., 2020). Além da idade, a contagem de leucócitos é outro fator prognóstico, 

e uma contagem elevada de leucócitos está relacionada a uma resposta menos satisfatória ao trata-

mento, especialmente em pacientes com LLcpB ( Pui et al, 2008). Este sistema de avaliação tem pouco 

valor preditivo em crianças com LLA-T. No entanto, crianças com leucemia tipo T e uma contagem de 

leucócitos superior a 400x109 células por litro enfrentam um alto risco de complicações, como hemor-

ragias no sistema nervoso central, problemas pulmonares e neurológicos devido à hiperleucocitose sis-

têmica. De modo geral, crianças consideradas de baixo risco têm um prognóstico mais favorável do 

que aquelas classificadas como de alto risco. Portanto, o grupo de risco é utilizado para determinar a 

intensidade do tratamento (Inaba et al., 2013).  

Desde os anos 80, a realização da imunofenotipagem no momento do diagnóstico tem sido crucial para 

determinar a linhagem leucémica, sendo especialmente essencial na diferenciação entre LLcpB e LLA-

T, já que não há distinção morfológica entre elas (Sobol et al., 1987). Durante esse período, os marca-

dores imunofenotípicos associados à linhagem mieloide, como CD13 e CD33, expressos em pacientes 

com LLA, foram descritos como indicadores de prognóstico adverso, tanto em adultos quanto em cri-

anças (Sobol et al., 1987). No entanto, estudos posteriores não demonstraram uma associação entre a 

presença de marcadores mieloides nas leucemias linfoides e o prognóstico ( Pui & Look, 1990).  
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1.2 Histórico 

 

Em 1827, foram descritos os primeiros casos de leucemia na literatura médica pelo médico francês Al-

fred Armand Louis Marie Velppeau. Tendo relatando uma paciente de 63 anos com sintomas como 

febre, fraqueza, cálculos renais, hepatomegalia e esplenomegalia, além de sangue com características 

anormais (Huntly & Gilliland, 2005). A causa da doença foi inicialmente atribuída ao aparecimento de 

"corpúsculos brancos". Quase vinte anos depois, em 1845, o médico inglês John Hughes Bennett fez a 

primeira descrição da leucemia como um distúrbio sanguíneo. O médico francês Alfred Donné foi quem 

realmente descreveu a leucemia como uma doença (Huntly & Gilliland, 2005).  

Na cidade de Edimburgo, capital da Escócia, Bennett publicou um documento intitulado "Spleen and 

LIver Hypertrophy Process", onde relatou diversos casos de óbitos de pacientes com esplenomegalia e 

alterações na cor e consistência do sangue. Nessa época, ele usou o termo "leucocitemia" para descrever 

a patologia, reutilizando-o em 1845 no título de um livro que escreveu, no qual registrou o primeiro caso 

de cura que publicou naquele ano (Huntly & Gilliland, 2005).  

O termo leucemia foi utilizado pela primeira vez em 1856 pelo patologista alemão Rudolf Ludwig Karl 

Virchow. Pioneiro no uso do microscópio ótico em patologia, Virchow descreveu o excesso de glóbulos 

brancos nos pacientes com a síndrome clínica relatada por Velpeau e Bennett. Sem saber a causa da 

elevada presença desses glóbulos brancos no sangue, ele chamou suas observações simplesmente de 

"leucemia", que em grego significa "glóbulos brancos". Em 1877, Paul Ehrlich desenvolveu uma técnica 

de coloração que permitiu diferenciar entre leucócitos normais e anormais, um avanço importante para 

a classificação das leucemias (Huntly & Gilliland, 2005).  

A sequência de classificação respeita a convencional subdivisão primária baseada na linhagem celular, 

com tumores de células progenitoras precedendo as formas malignas maduras (Alaggio et al., 2022; 

Bennett et al., 1976). Contudo, os progressos na imunologia, biologia molecular e citogenética aprimo-

raram significativamente o entendimento dos marcadores biológicos que identificam as células leucé-

micas (Bennett et al., 1976).  

A classificação tradicional das leucemias fundamenta-se na morfologia celular e nas características ci-

toquímicas. Contudo, os progressos nas áreas de imulogia, biologia molecular e citogenética aprimora-

ram significativamente o entendimento dos marcadores biológicos que diferenciam as leucemias leucé-

micas. O desenvolvimento do sistema de classificação FAB em 1976 representou um dos marcos essen-

ciais no processo de categorização da leucemia (Bennett et al., 1976; Tracy & Eve, 2017). Este sistema 

foi fundamentado na morfologia, complementado pela citoquímica e, até certo ponto, pela imunofeno-

tipagem (Tracy & Eve, 2017). Na última década, a classificação baseada em FAB, foi cada vez mais 

complementada e substituída pela classificação da Organização Mundial da Saúde (OMS) (Chiaretti et 

al., 2014; Lightfoot et al., 2016). A classificação da OMS é baseada na morfologia (citologia ou histo-

logia), mas também utiliza amplamente a imunofenotipagem por citometria de fluxo, citogenética e 

análise genética molecular (Tracy & Eve, 2017). A classificação dos tumores linfoides segundo a OMS, 

tem servido como um ponto de referência global para a identificação de neoplasias linfoides desde a sua 

terceira edição em 2001. Este sistema de classificação da OMS foi baseado na Classificação REAL 

desenvolvida pelo International Lymphoma Study Group (ILSG) no início dos anos 1990 (Alaggio et 

al., 2022; Arber, 2019; Bloom et al., 2020). As definições estabelecidas nas sucessivas classificações 

da OMS foram adotadas além de serem incorporadas aos códigos da Classificação Internacional de Do-

enças (CID), servindo assim como uma referência global para monitoramento epidemiológico em orga-

nizações nacionais e internacionais de políticas de saúde (Alaggio et al., 2022). 
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Apesar da relevância cada vez maior das pesquisas moleculares e genéticas na classificação das leuce-

mias, essas técnicas só podem ser realizadas em laboratórios altamente especializados e exigem conhe-

cimentos técnicos avançados (Vardiman et al., 2009). Portanto, a análise morfológica e fenotípica por 

meio da citometria de fluxo continua sendo uma ferramenta essencial para um diagnóstico diferencial 

preciso das leucemias e para acompanhar a resposta ao tratamento, especialmente em regiões com re-

cursos limitados (Peters & Ansari, 2011; Rashed et al., 2018; Vardiman et al., 2009). A citometria 

de fluxo é uma técnica amplamente empregada para analisar células em suspensão, graças à sua capaci-

dade de realizar análises multiparamétricas (como tamanho, complexidade citoplasmática e composição 

bioquímica e/ou antigênica) e quantitativas de populações celulares heterogêneas de maneira objetiva, 

sensível, rápida e precisa (Mittag & Tárnok, 2009; Preffer & Dombkowski, 2009; Smaldone et al., 

2019). 

Na região da África Subsaariana, as taxas de mortalidade infantil figuram entre as mais elevadas glo-

balmente (Carreira et al., 2014). A dificuldade em estimar a incidência global em África decorre da 

escassez de estatísticas hospitalares essenciais e da ausência de registos nacionais de cancro na maioria 

dos países do continente. As taxas de incidência reportadas oscilam entre 5% e 15,5% de todos os casos 

de tumores malignos (Hadley et al., 2012). 

 

1.3 Classificação da OMS 

 

A primeira classificação da OMS para a LLA foi introduzida em 1997, utilizando apenas a morfologia 

e o perfil citogenético das células neoplásicas como critérios. Ela distinguia três tipos de LLA: LLAcpB, 

LLA-T e Leucemia de Células Burkitt (Vardiman, 2010). A OMS, desde a década de 90 com atualiza-

ção em 2008, faz uso de marcadores citogenético-molecular para classificar a LLAcpB. Foram definidos 

7 subtipos genéticos: t(9;22)(q34;q11.2) BCR-ABL, rearranjos envolvendo MLL (KMT2A), 

t(12;21)(p13;q22) ETV-RUNX1, t(5;14)(q31;q32) IL3-IGH@, t(1;19)(q23;p13.3) TCF3-PBX1, hiper-

diploidia (> 46 cromossomas) e hipodiploidia (< 46 cromossomas). Estas mutações têm sido associadas 

à perda de genes supressores de tumor e também a outras alterações, tanto ao nível do desenvolvimento 

da linhagem celular dos linfócitos B bem como da ativação aberrante de vias de transdução de sinal 

(Inaba et al., 2013; Jin et al., 2012; Terwilliger & Abdul-Hay, 2017). 

De acordo com a OMS, as neoplasias hematológicas englobam as leucemias, síndromes mioloprolifera-

tivas, síndromes mielodisplásicas, linfomas e discrasias de células plasmáticas. Na classificação da OMS 

de 2008 e 2016, os linfomas linfoblásticos também estão incluídos na LLA. Esses linfomas comparti-

lham muitas características com a LLA, diferenciando-se principalmente pelo local inicial de apresen-

tação da neoplasia. O termo "linfoma" é utilizado quando a neoplasia está confinada a uma lesão extra-

medular, com pouco ou nenhum envolvimento da medula óssea e do sangue periférico. Quando há um 

envolvimento significativo da MO e do sangue, a condição é considerada uma leucemia (Bain, 2017). 

A classificacao das neoplasias linfoides atualmente reconhecida é a da OMS, revisto pela ultima vez em 

2016. Essa atualização organiza as doenças linfoides malignas em cinco grupos: neoplasias de células 

B maduras, neoplasias de células T e NK, linfomas de Hodgkin, doenças linfoproliferativas pós-trans-

plante e neoplasias de células histiocíticas e dendríticas (Arber et al., 2016; Terwilliger & Abdul-Hay, 

2017; Vardiman et al., 2009). As neoplasias de células B maduras incluem diversas doenças, como a 

leucemia linfocítica crônica B/linfoma linfocítico de pequenas células (LLC-B/LLCP), o linfoma esplê-

nico de células B da zona marginal, a leucemia de células cabeludas (LCC), o linfoma linfoplasmocítico, 

o linfoma folicular, o linfoma de células do manto (LCM), o linfoma de Burkitt, o linfoma difuso de 
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grandes células B, entre outras, tabela 1 (Swerdlow et al., 2016). Esse sistema é útil não apenas para a 

classificação, mas também para o diagnóstico e a escolha do protocolo terapêutico a ser seguido 

(Vardiman, 2010). 

Distúrbios na forma de aneuploidia podem ser detetados em ambos grupos de pacientes (Panuciak et 

al., 2023). Ploidia é um termo utilizado para descrever células que possuem um número total de cro-

mossomos que não é um múltiplo do conjunto normal haploide, indicando um estado com um carió-

tipo desequilibrado (Panuciak et al., 2023). A ocorrência de aneuploidias, embora esteja associada 

ao aumento da sobrevida em certas malignidades hematológicas, está relacionada a um pior prognós-

tico em outras neoplasias (Brown et al., 2012).  

Os tipos mais distintos de variações cromossómicas, como hipodiploidia e hiperdiploidia, são particu-

larmente associados à LLAcpB, enquanto a aneuploidia na LLA-T é menos documentada. A leucemia 

hiperdiploide é considerado como o melhor prognóstico e a hipodiploide, como prognóstico adverso 

(Blunck et al., 2019; Chen et al., 2015; Lejman et al., 2022; Panuciak et al., 2023; Pierzyna-Świtała 

et al., 2021; Ribera, 2021) 

Hiperdiploidia é um termo que se refere a uma alteração genética específica presente na LLAcpB, nesses 

casos, as células afetadas possuem um número de cromossomas maior que o normal de 46, com uma ou 

mais cópias adicionais de determinados cromossomas. A hiperdiploidia foi descrita pela primeira vez 

há mais de 50 anos e, com pesquisas adicionais, foi dividida em dois subgrupos principais, baixa hiper-

diploidia e alta hiperdiploidia (Panuciak et al., 2023). 

A alta hiperdiploidia é geneticamente caracterizada por uma ploidia extensa, manifestando-se como um 

aumento não acidental no número de cromossomas, resultando em trissomias e tetrassomias individuais 

(Panuciak et al., 2023). Essa condição é detetada em aproximadamente 25-30% das crianças com 

LLAcpB constituindo o maior subgrupo citogenético dessa doença (Panuciak et al., 2023; Woo et al., 

2014). Geralmente, afeta crianças pequenas com LLAcpB e é raramente encontrada em bebês, na LLA-

T ou na leucemia/linfoma de Burkitt. A idade mediana mais comum de ocorrencia é de 4 anos, e estima-

se que a condição é rara após os 7 anos (Panuciak et al., 2023). A baixa hiperdiploidia representa cerca 

de 10-15% dos casos diagnosticados, com uma incidência que aumenta com a idade. Os ganhos cro-

mossômicos podem ocorrer em praticamente qualquer cromossoma. Essa condição está ligada a um 

tempo de sobrevivência reduzido e, consequentemente, a um prognóstico desfavorável, mesmo com 

tratamento intensivo (Panuciak et al., 2023). 

Hipodiploidia refere-se à perda de um ou mais cromossomas e é uma anomalia citogenética pouco co-

mum, presente em cerca de 7% de todos os casos de LLAcpB (Molina et al., 2021; Panuciak et al., 

2023). A LLAcpB hipodiploide é dividida em dois grupos: LLA-B baixa hipodiploidia e LLAcpB pró-

ximo a haploide. Próximo a haploide é observada em cerca de 0,5% de todos os casos de LLAcpB e 

ocorre exclusivamente em crianças, e está associado a um prognóstico desfavorável (Duffield et al., 

2023; Panuciak et al., 2023). 

A única aneuploidia que ocorre com frequência nos casos de LLA-T é próximo a Tetraplóide. No 

estudo descrito por Ceppi et al., (2022), onde 1,4% dos pacientes foram diagnosticados com LLA-T 

próximo a Tetraplóide. Próximo a tetraplóide é prevalente entre crianças mais velhas, com uma idade 

média ao diagnóstico de 8,6 anos. Vários estudos indicaram uma maior prevalência de meninos neste 

grupo de pacientes com quase tetraploidia (Panuciak et al., 2023). 

 



 

7 

 

1.4 Epidemiologia das Leucemias Agudas 

 

A LLA é vista principalmente como uma leucemia infantil, com 75% dos casos ocorrendo antes dos 6 

anos de idade. No entanto, a taxa de incidência ajustada por idade dessa neoplasia apresenta uma distri-

buição bimodal, tanto em homens quanto em mulheres, com o primeiro pico entre 0 e 4 anos e um 

segundo pico por volta dos 75 anos (Miranda-Filho et al., 2018).  

Considerando diferentes localizações geográficas, a incidência ajustada por idade da LLA nos Estados 

Unidos é de 1,7 por 100.000 indivíduos por ano, enquanto na Europa esse valor é estimado em 1,3 por 

100.000 por ano (Miranda-Filho et al., 2018; Sant et al., 2010).  Como mencionado anteriormente, a 

ocorrência dessa neoplasia varia significativamente com a idade. A incidência é mais alta entre os 0 e 

14 anos, com 3,59 casos por 100.000 indivíduos, diminuindo para 0,53 por 100.000 em idades mais 

avançadas. Entre 75 e 99 anos, a taxa de incidência volta a subir, alcançando 1,45 por 100.000 indivíduos 

(Sant et al., 2010).  

A incidência também varia conforme a população e a localização geográfica, sendo a LLA mais comum 

em crianças de origem latina/hispânica. Entre os adultos, a LLA é mais prevalente em indivíduos cau-

casianos comparados com a população negra. Na América do Sul, países como Equador, Costa Rica e 

Colômbia apresentam o maior número de casos dessa neoplasia (Lim et al., 2014). A LLAcpB é a forma 

mais comum, representando 85% dos casos diagnosticados e ocorrendo igualmente entre os sexos. Em 

contraste, os 15% restantes, que são classificados como  a LLA-T, mostram uma predominância no sexo 

masculino, com uma incidência cerca de duas vezes maior nos homens (Dores et al., 2012; Paul et al., 

2016). Além disso, um estudo retrospectivo realizado nos Estados Unidos indicou que jovens diagnos-

ticados com LLAcpB têm maior chance de sobrevivência em comparação com aqueles com LLA-T, 

enquanto em adultos ocorre o oposto (Dores et al., 2012). 

Mesmo com os avanços nas pesquisas, é complicado determinar com precisão os eventos que causam o 

desenvolvimento da LLAcpB em crianças. O que tem sido debatido é que existem fatores conflituantes 

ou isolados que podem aumentar o risco dessa malignidade, como a história reprodutiva da mãe, uso de 

álcool ou tabaco pelos pais, exposição a pesticidas ou solventes, uso de estrogênios, entre outros 

(Oliveira et al., 2009; Pui et al, 2008). Há uma leve predominância de casos em homens em todas as 

faixas etárias, com uma incidência significativamente maior entre crianças brancas (Onciu, 2009). A 

LLA geralmente se apresenta como uma doença primária, com raros casos ocorrendo como neoplasias 

secundárias (Onciu, 2009). Diversos fatores genéticos e ambientais têm sido associados à LLA. Além 

disso, a exposição a radiações ionizantes, pesticidas e solventes durante a gestação tem sido ligada a um 

maior risco de leucemia infantil (Onciu, 2009). Genes de fusão específicos de leucemia ou imunoglo-

bulina (Ig) e rearranjos genéticos clonais de Ig foram identificados em cartões de sangue de neonatos 

(Guthrie) de pacientes que posteriormente desenvolveram LLA (Onciu, 2009). 

Há uma tendência de que países mais industrializados, com populações de maior poder aquisitivo, apre-

sentem taxas mais altas de LLA. Variações intermediárias são observadas em alguns países do leste da 

Europa, enquanto Israel, China e Índia apresentam baixa incidência (Gurney et al., 1996; Pui & Crist, 

1992). Alguns estudos indicam um aumento na taxa de incidência de leucemias agudas ao longo do 

tempo (Gurney et al., 1996). No Reino Unido, Kroll e colegas encontraram um aumento no número de 

casos de LLA-comum, mas não em outros subtipos de LA (Kroll et al., 2006). 

 Nos países nórdicos, a incidência de LLA permaneceu estável nos últimos 20 anos, sem diferença nos 

subtipos (Hjalgrim et al., 2003). Esses dados são difíceis de interpretar, pois podem refletir não um 

aumento real no número de casos, mas uma melhoria no diagnóstico ou na notificação dos casos. A 
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distribuição geográfica da carga da leucemia é influenciada pelo nível de desenvolvimento dos países, 

apresentando incidência ajustada por idade e mortalidade mais elevadas em nações mais desenvolvidas 

(Baeker Bispo et al., 2020). A incidência geral de leucemias e seus subtipos difere entre indivíduos de 

diversas faixas etárias, gêneros e etnias (Dong et al., 2020; Lightfoot et al., 2016; Rose-Inman & 

Kuehl, 2017). Essas disparidades estão principalmente ligadas aos diferentes níveis de exposição a fa-

tores ambientais e genéticos de risco. Em decorrência das iniciativas anteriores para enfrentar a leuce-

mia, a epidemiologia desta doença pode evoluir com o tempo e apresentar variações entre nações (Dong 

et al., 2020), como mostrado na Figura 1.2. A taxa mais alta de casos de LLA em crianças é observada 

tanto em homens como em mulheres, entre 1 e 4 anos de idade, apresentando uma queda significativa 

durante a infância (5-14 anos) e na adolescência até a fase adulta jovem (15-39 anos). A incidência 

atinge o ponto mais baixo entre os 25 e 45 anos, e aos 65 anos verifica-se um aumento da taxa de 

incidência no sexo masculino relativamente ao sexo feminino (Lejman et al., 2022; Miranda-Filho 

et al., 2018). As LLA-T têm maior propensão a se infiltrar em diversos órgãos, especialmente no 

sistema nervoso central e no mediastino (Karrman, 2016), e demonstram menor sensibilidade às 

terapias quimioterápicas convencionais. Além disso, há uma probabilidade maior de desenvolver re-

sistência aos medicamentos em comparação com as LLAcpB, o que aumenta o risco de recorrência 

da doença e, consequentemente, de mortalidade (Coustan-Smith et al., 2009; Teachey & Pui, 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2: Fatores genéticos e não genéticos da leucemia linfoblástica aguda (LLA) infantil. Fatores genéticos e não 

genéticos que influenciam as disparidades raciais e étnicas na leucemia linfoblástica aguda (LLA) infantil, adaptado de (Lim 

et al., 2014). 

Também se discute que alguns indivíduos que adquirem um clone pré-leucémico no útero podem ter 

tido pouca ou nenhuma exposição a infeções comuns no início da vida. Assim, o isolamento em ambi-

entes extremamente higiênicos predispõe o sistema imunológico desses indivíduos a respostas anômalas 

ou patológicas após uma exposição subsequente ou tardia a infeções comuns, em uma idade que coincide 

com o aumento da proliferação de células linfoides ( Greaves, 2006; Muschen, 2015; Pui, 2008).  
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A LLAcpB inicia-se em uma única célula, seguida pela expansão clonal de células pré-malignas que 

podem desenvolver características mais agressivas. Devido à natureza oculta da doença em estágios 

iniciais e à complexidade do desenvolvimento leucémico pré-natal, identificar e caracterizar a célula 

de origem da LLAcpB continua sendo um desafio (Rüchel et al., 2022). A LLAcpB na infância resulta 

de uma interação complexa entre a genética herdada e as alterações somáticas adquiridas (Grevas, 

2018). A constituição genética dos pacientes inclui mutações em genes que predispõem ao cancro, po-

limorfismos de nucleótido único (SNPs) e síndromes de predisposição ao cancro que aumentam a sus-

cetibilidade á leucemia (Hauer et al., 2021). Além da genética herdada, aberrações cromossômicas pré-

natais, como aneuploidia e translocações intercromossômicas originam células pré-leucémicas 

(Iacobucci & Mullighan, 2017). Outros eventos oncogénicos nesses clones celulares, geralmente si-

lenciosos clinicamente, são provavelmente desencadeados por fatores ambientais na primeira infância e 

são necessários para o desenvolvimento da leucemia (Grevas, 2018). 

Segundo o Global Cancer Observatory (GLOBOCAN), a leucemia ocupou a 15ª posição entre os tipos 

de cancro mais diagnosticados e a 11ª principal causa de mortalidade por cancro em todo o mundo em 

2018, resultando em 437.033 casos incidentes e 309.006 mortes atribuídas ao cancro. A carga global da 

doença leucémica é mais significativa entre os homens do que entre as mulheres. Em 2018, a taxa de 

incidência padronizada por idade para homens foi de 6,1 por 100.000, em comparação com 4,3 por 

100.000 para mulheres (Baeker Bispo et al., 2020).  

Em 2018, calcula-se que tenham ocorrido aproximadamente 437,0 mil novos diagnósticos e 309,0 mil 

óbitos devido à leucemia em nível global (Dong et al., 2020). A taxa de sobrevivência global em cinco 

anos apresentou variação, desde 5% (anterior a 2001, na Costa do Marfim) até 34% no Egito e alcan-

çando até 70% na África do Sul. Em diversos relatórios, a taxa de sobrevivência dos pacientes não é 

mencionada, mas evidencia-se ser notavelmente baixa em muitos países da África Subsariana, como 

Sudão e Nigéria (Hadley et al., 2012). 

A estimativa da incidência de cancro em Moçambique para o ano de 2012 foi realizada pela organizacao 

GLOBOCAN, empregando dados regionais e informações de países próximos, conforme categorias de 

diagnóstico estabelecidas na 10ª edição da Classificação Internacional de Doenças para neoplasias 

(Carreira et al., 2014). No entanto, a GloboCan projetou para 2018 a ocorrência de 461 novos casos de 

leucemia pediátrica em Moçambique, com maior abrangência de casos em Maputo. Assim, muitos casos 

podem ter sido subdiagnosticados (Tracy & Eve, 2017). À medida que o conhecimento sobre essas 

anormalidades cromossômicas se consolida, elas são gradualmente incorporadas como importantes mar-

cadores citogenéticos-moleculares no diagnóstico da doença. Esses marcadores são utilizados para de-

finir o subtipo, estratificar o risco e prognosticar, direcionando os pacientes para o tratamento adequado 

da doença. 

 

1.5 Aspetos Fisiopatológicos  

 

A leucemia manifesta-se por meio de uma falha no processo de amadurecimento das células, resultando 

num desequilíbrio entre a sua taxa de divisão e a maturação (Bain, 2017; Brown et al., 2012). Conse-

quentemente, as células de um clone leucémico continuam a reproduzir-se sem se desenvolver em célu-

las maduras e, por fim, morrem. Isso leva a um contínuo aumento do clone leucémico e à predominância 

de células imaturas (Bain, 2017; Brown et al., 2012). Em contrapartida, as leucemias crónicas são mar-

cadas por uma proliferação mais lenta das células, que mantêm a capacidade de se transformar em cé-

lulas maduras, são menos agressivas, mais desafiadoras de tratar e, mesmo na ausência de tratamento, 
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podem apresentar um curso clínico prolongado (Brown et al., 2012; Enawgaw et al., 2021; Lightfoot 

et al., 2016). 

 

A principal categorização da leucemia envolve a distinção entre os tipos linfoides, que apresentam maior 

incidência em crianças e adolescentes, e mieloides, que são mais comuns em adultos e contribuem com 

menos de 20% de todas as leucemias em crianças (Salles Filho & Campos, 2022; Smaldone et al., 

2019; Wiemels, 2012).  

 

1.6 Fatores de risco 

 

Infeções comuns têm o potencial de modificar os genes relacionados à proliferação celular e aos padrões 

de metilação do DNA, contribuindo assim para uma evolução atípica da leucemia linfoblástica aguda 

(LLA) (Timms et al., 2016). Os compostos químicos mais frequentemente ligados à leucemia infantil 

são os hidrocarbonetos e os pesticidas. Pesquisas examinaram a relação entre a leucemia na infância e a 

exposição, tanto direta quanto indireta, a essas substâncias (Freedman et al., 2001; Shu et al., 1999). 

Hidrocarbonetos são compostos orgânicos formados por átomos de carbono e hidrogénio. Podem ser 

encontrados em casa especializadas em tintas e em indústrias de solventes. O benzeno, amplamente 

utilizado por pintores e presente em plásticos, é o composto mais conhecido. Diversos estudos têm mos-

trado uma associação estatisticamente significativa entre o benzeno e a leucemia (Freedman et al., 

2001). No fígado ou pulmão, ocorre a metabolização do benzeno para óxido de benzeno e hidroquinona, 

seguido pela conversão subsequente em benzoquinona na medula óssea. É nesse local que, normalmente, 

ocorrem citotoxicidade e danos ao DNA (Xie et al., 2005). Aumenta a probabilidade de desenvolver 

LLA quando há danos prolongados ao DNA na MO (Mansell et al., 2019). De acordo com uma pesquisa 

recente, a redução do risco de LLA em descendentes pode ser alcançada ao evitar exposições ao benzeno 

tanto no ambiente de trabalho quanto no ambiente geral durante a gravidez (Zhou et al., 2014) 

 

1.7 Tratamento 

 

Um elemento chave para o êxito no tratamento da leucemia é identificá-la precocemente, classificar 

seus tipos e subtipos, o que permite a aplicação de abordagens terapêuticas específicas para cada caso, 

proporcionando assim uma elevada taxa de sobrevivência e minimizar os efeitos colaterais a longo 

prazo (Blunck et al., 2019; Brown et al., 2012; Inaba et al., 2013).  

 

A acumulação de leucócitos anormais resulta em insuficiência da MO, envolvimento do sangue perifé-

rico e infiltração de órgãos do corpo (Dong et al., 2020). Crianças cuja contagem de glóbulos brancos 

é inferior a 5x109 células por litro são classificadas como de baixo risco, enquanto aquelas com con-

tagens iguais ou superiores a 5x109 células por litro são consideradas de alto risco (Pui, 2008). O 

conceito de grupo de risco é empregue para determinar a intensidade do tratamento (Inaba et al., 

2013). Uma análise minuciosa do risco de recorrência de um paciente assegura que apenas aqueles 

com alto risco recebam tratamento intensivo, poupando assim os de baixo risco dos efeitos colaterais 

tóxicos da quimioterapia (Pui, 2008). No entanto, as dosagens e a programação da quimioterapia com-

binada foram otimizadas com base em vários aspetos, potencializando as características biológicas das 

células leucémicas (Inaba et al., 2013).  
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O imunofenótipo descreve as células leucémicas com base nas proteínas expressas e na semelhança 

delas com as células que se desenvolveriam eventualmente em linfócitos B ou linfócitos T ( Cooper, 

S. L. 2015). Atualmente, o tratamento padrão para a leucemia linfoblástica aguda de células precur-

soras B (LLAcpB) em crianças envolve uma abordagem terapêutica direcionada ao risco (Huang et 

al., 2020; Cooper, S. L. 2015).  

 

O protocolo terapêutico convencional compreende um curso de quimioterapia com duração de 2 a 3 

anos. Para muitos pacientes, a remissão completa é alcançada ao término da fase de indução (Huang 

et al., 2020). O início da quimioterapia é marcado pela fase de indução da remissão, que se estende 

por um período de 4 a 6 semanas ( Cooper, S. L. 2015). 

Na fase de consolidação, o objetivo é eliminar a doença residual submicroscópica que persiste mesmo 

após alcançar a remissão completa. Essa etapa, que dura cerca de 6 a 9 meses, apresenta variações na 

duração e intensidade conforme os diferentes protocolos, sendo que pacientes com maior risco de 

doença recebem regimes de consolidação mais prolongados e intensivos, Nesta fase o objetivo é evitar 

o desenvolvimento adicional de células leucémicas, diminuir a carga tumoral remanescente e prevenir 

a resistência a medicamentos em outras células leucémicas  Cooper, S. L. 2015).  

 

A etapa de manutenção representa a fase final e mais extensa do tratamento para a leucemia linfoblás-

tica aguda (LLA) em crianças ( Cooper, S. L. 2015). Com um regime consideravelmente menos rigo-

roso em comparação com a quimioterapia anterior, a fase de manutenção prolongada tem mostrado 

reduzir o risco de recidiva após a remissão. Essa fase geralmente se estende por pelo menos 2 anos 

(podendo ser estendida para 3 anos em alguns protocolos para meninos) (Huang et al., 2020; Cooper, 

S. L. 2015).  

 

O tratamento focalizado no sistema nervoso central (SNC). Essa estratégia engloba o tratamento de 

pacientes que apresentam manifestações clínicas do SNC no momento do diagnóstico, bem como a 

profilaxia para aqueles com evidências subclínicas da doença (Cooper, S.L. 2015).  

À medida que avançamos nas melhorias médicas, identificamos um número crescente de elementos 

de risco associados à LLAcpB. Reduzir esses fatores de risco, portanto, poderia contribuir para a 

diminuição da prevalência dessa condição (Huang et al., 2020). 

 

Embora a classificação da leucemia ser essencial para definir o tratamento apropriado, até o final de 

2019, em Moçambique, o diagnóstico era realizado somente com base na análise de lâminas de amostras 

de sangue periférico e aspirados de MO (Tasian et al., 2015). Em Moçambique, o Serviço de Oncologia 

do Hospital de Referência para o tratamento da leucemia estimou uma taxa de mortalidade de 76% e 

uma taxa de sobrevivência cumulativa de 24% (Douamba et al., 2018). 

 

1.8 Diagnóstico 

 

Como mencionado anteriormente, o diagnóstico de LLA exige a presença de pelo menos 20% de linfo-

blastos neoplásicos na medula óssea. No entanto, para confirmar o diagnóstico e realizar a estratificação 

de risco, é necessário realizar uma avaliação adicional. Isso inclui uma série de estudos, como análises 

morfológicas, citoquímicas, genéticas e de imunofenotipagem, conforme detalhado na mais recente clas-

sificação da OMS (2016) (Chiaretti et al., 2014; Hoelzer et al., 2016; Paul et al., 2016; Terwilliger 

& Abdul-Hay, 2017). 
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O diagnóstico das leucemias agudas é fundamentado nos resultados das análises morfológicas da MO, 

juntamente com reações citoquímicas, perfil imunofenotípico e citogenético das células leucémicas. 

Essa classificação é crucial para a decisão terapêutica, o prognóstico e a padronização dos estudos cien-

tíficos sobre a etiopatogênese (Arber et al., 2016). O diagnóstico precoce da leucemia e a subsequente 

classificação dos diferentes tipos e subtipos desempenham um papel fundamental no êxito do tratamento 

da doença, permitindo a aplicação de abordagens terapêuticas direcionadas a cada forma específica de 

leucemia. A idade no momento do diagnóstico exerce uma influência prognóstica significativa, a con-

tagem inicial de leucócitos, as características imunofenotípicas e citogenéticas da população de célu-

las imaturas, e a rapidez da resposta ao tratamento inicial no momento do diagnóstico são outros 

fatores considerados fundamentais para avaliar o nível de risco (baixo, padrão ou alto) (Blunck et al., 

2019; Brown et al., 2012; Douamba et al., 2018; Huang et al., 2020; Inaba et al., 2013; Mansoor et 

al., 2023). Avaliar o nível de risco (baixo, padrão ou alto) em crianças com leucemia envolve considerar 

a idade da criança, a contagem total de leucócitos, a identificação da linhagem celular responsável pela 

transformação leucémica e o grau de maturidade dessas células (Blunck et al., 2019; Brown et al., 

2012; Douamba et al., 2018; Inaba et al., 2013). A acumulação de leucócitos anormais resulta em 

insuficiência da MO, envolvimento do sangue periférico e infiltração de órgãos do corpo (Dong et al., 

2020). 

Em termos gerais, crianças identificadas como de risco baixo tendem a ter perspetivas mais favoráveis 

em comparação com aquelas classificadas como de alto risco. Consequentemente, a categoria de risco 

é empregada para determinar a magnitude do tratamento a ser administrado (Inaba et al., 2013). Crian-

ças entre 1 e 9 anos apresentam uma recuperação mais positiva do que aquelas com menos de 1 ano ou 

adolescentes (Pui, 2008).  

 

1.8.1 Morfologia 

 

A morfologia dos linfoblastos neoplásicos pode variar. A maioria deles é de tamanho pequeno a médio, 

com núcleo de formato redondo a oval e citoplasma reduzido. A cromatina é condensada e os nucléolos 

são indistintos ou ausentes, correspondendo à categoria L1 da classificação FAB. Em outros casos, os 

linfoblastos são maiores e apresentam cromatina mais heterogênea, sendo classificados como L2 na 

mesma classificação. Esse sistema, no entanto, caiu em desuso e é utilizado apenas para fins descritivos 

(Chiaretti et al., 2014; Larson et al, 2008). A principal limitação da análise morfológica é a incapaci-

dade de determinar se o caso é de LLA-B ou LLA-T. Além disso, esses critérios nem sempre são sufi-

cientes para diferenciar linfoblastos B neoplásicos de linfoblastos B normais (Chiaretti et al., 2014). 

 

1.8.2 Citogenética 

 

Os estudos citogenético-moleculares, especialmente com o sequenciamento de genoma de alto rendi-

mento, tornaram-se cada vez mais complexos e abrangentes em todas as patologias oncológicas, inclu-

indo as leucemias (Burns et al., 2021). Nas LA a citogenética desempenha um papel crucial no diag-

nóstico e na definição da conduta terapêutica, ajudando na identificação de anomalias cromossômicas 

específicas dos subgrupos da doença, anomalias secundárias e células normais (Murray et al., 2002). 

Nos últimos 40 anos, a citogenética demonstrou ser uma valiosa ferramenta na exploração da base ge-

nética da LLA, enquanto também desempenha um papel fundamental na disponibilização de informa-
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ções diagnósticas e prognósticas. Diversas alterações cromossómicas conhecidas são regularmente in-

tegradas em estudos clínicos e empregadas na avaliação do risco para a escolha do tratamento, contri-

buindo consideravelmente para os resultados mais favoráveis atualmente observados na LLA infantil 

(Schwab & Harrison, 2018). Apesar da relevância cada vez maior das pesquisas moleculares e genéti-

cas na classificação das leucemias, essas técnicas só podem ser realizadas em laboratórios altamente 

especializados e exigem conhecimentos técnicos avançados. Portanto, a análise morfológica e fenotípica 

por meio da citometria de fluxo continua sendo uma ferramenta essencial para um diagnóstico diferen-

cial preciso das leucemias e para acompanhar a resposta ao tratamento, especialmente em regiões com 

recursos limitados (Peters & Ansari, 2011; Rashed et al., 2018; Vardiman et al., 2009). 

A incidência de casos sem alterações citogenéticas detetáveis varia bastante, em parte devido à dificul-

dade de avaliar a morfologia dos cromossomos nas metáfases dos blastos leucémicos. É comum que a 

citogenética convencional não identifique anomalias cromossômicas em aproximadamente 10% a 15% 

dos pacientes com LLA. Mais de 30% dos pacientes com LLA-T apresentam um cariótipo normal (Zen 

et al., 2004). Para que um cariótipo seja considerado normal, é necessário analisar pelo menos 20 me-

táfases sem encontrar alterações. Em muitos casos classificados como normais, a qualidade das metáfa-

ses pode ser insuficiente para detetar pequenos rearranjos cromossômicos ou alterações genéticas sub-

microscópicas, ou os clones podem ser mitoticamente inativos. Muitas vezes, para melhorar a qualidade 

da análise, são necessárias técnicas moleculares, como a Fluorescence In Situ Hybridization (FISH). A 

translocação t (12;21) (p13; q22) é um exemplo de alteração que não pode ser identificada pela citoge-

nética convencional (CC) (Zen et al., 2004). 

A análise citogenética das células leucémicas por meio do bandeamento cromossômico é crucial para o 

diagnóstico e prognóstico da LLA. No entanto, essa técnica ainda enfrenta várias limitações na prática 

clínica. Isso se deve à dificuldade em obter metáfases de alta qualidade na citogenética convencional e 

ao fato de que algumas alterações crípticas não são identificadas por esse método (Pui, 2008). Dessa 

forma, a citogenética molecular tem sido utilizada com crescente frequência, especialmente as técnicas 

de reação por transcriptase reversa (RT-PCR) e de hibridização por FISH, nos casos mais comuns de 

LLA. As translocações cromossômicas que ativam genes específicos são características da LLA e iden-

tificam subtipos da doença, sendo encontradas em 75% dos casos Geralmente, essas translocações ati-

vam genes de fatores de transcrição, que podem controlar a diferenciação celular e frequentemente co-

dificam proteínas envolvidas em cascatas transcricionais. Atualmente, a análise citogenética é conside-

rada uma ferramenta extremamente importante para a determinação do prognóstico nas leucemias 

(Popescu & Zimonjic, 1997). 

 

1.8.3 Imunofenotipagem 

 

O estudo do imunofenótipo é considerado o método principal para o diagnóstico e a subclassificação da 

LLA (Chiaretti et al., 2014; Hoelzer et al., 2016). Esta avaliação permite determinar a linhagem celular 

envolvida no processo neoplásico, tornando-se essencial para confirmar um diagnóstico que tenha sido 

baseado apenas em critérios morfológicos (Chiaretti et al., 2014). Para realizar esses estudos, são co-

letados aspirados de MO e amostras de SP, cujos materiais celulares são submetidos à imunofenotipa-

gem. A CF, que utiliza marcadores citoplasmáticos e de superfície celular, é a técnica mais comummente 

utilizada. Quando há poucas células disponíveis para análise, considera-se a utilização da imunocitoquí-

mica (Bain, 2017). Esse tipo de análise utiliza anticorpos marcados para reconhecer os epítopos dos 

antígenos celulares. Para a linhagem B, são utilizados anticorpos específicos para determinados marca-

dores expressos pelos linfócitos B, como CD19 e CD22. O CD79a também é empregado, embora não 
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seja totalmente específico, pois pode ser expresso em alguns casos de LLA-T. Outros marcadores, como 

CD20 e CD24, também são considerados na análise, mas nem sempre produzem resultados positivos 

(Bain, 2017; Coustan-Smith et al., 2009). 

Desde os anos 80, a realização da imunofenotipagem no momento do diagnóstico tem sido crucial para 

determinar a linhagem leucémica, sendo especialmente essencial na diferenciação entre LLcpB e LLA-

T, já que não há distinção morfológica entre elas. A expressão de marcadores imunofenotípicos associa-

dos à linhagem mieloide em pacientes com LLA, como o marcador CD13 e CD33, foram identificados 

como indicadores de prognóstico desfavorável, tanto em adultos quanto em pacientes pediátricos (Sobol 

et al., 1987). A LLAcpB geralmente apresenta resultados favoráveis em crianças, registando taxas de 

cura próximas a 90% quando tratada com protocolos modernos adaptados ao risco (Schwab & 

Harrison, 2018). Resposta precoce a corticoterapia (prednisolone) e o status de remissão após indução 

e consolidação da indução, baseada na Doença Residual Mensurável (DRM) são os fatores prognósticos 

com maior aceitação (Burns et al., 2021; Lato et al., 2021; Tembhare et al., 2020). Diversos autores 

propuseram uma classificação imunológica das LLAs baseada na expressão de antígenos específicos. 

Inicialmente, essas leucemias podem ser classificadas como de linhagem T ou B, conforme as caracterís-

ticas imunofenotípicas dos linfoblastos. Com isso, é possível detetar com precisão tanto a linhagem celu-

lar quanto o nível de diferenciação do processo leucémico. 

 

1.8.4 Índice de DNA 

 

O Índice de DNA é um método amplamente reconhecido para identificar a alta hiperdiploidia (Yu et 

al., 2020). Através do Índice de DNA (DI), avaliado por citometria de fluxo, faz-se uma correlação da 

quantidade de DNA presente nas células em fase G0/G1 do ciclo celular, com o número de cromossomas 

presentes nestas células (Figura 1.3). A técnica de DI ainda enfrenta várias limitações na prática clínica. 

Isso se deve à dificuldade em obter metáfases de alta qualidade na citogenética convencional e ao fato 

de que algumas alterações crípticas não são identificadas por esse método (Pui, 2008). As translocações 

cromossômicas que ativam genes específicos são características da LLA e identificam subtipos da do-

ença, sendo encontradas em 75% dos casos Geralmente, essas translocações ativam genes de fatores de 

transcrição, que podem controlar a diferenciação celular e frequentemente codificam proteínas envolvi-

das em cascatas transcricionais (Popescu & Zimonjic, 1997). Esta técnica torna-se uma alternativa à 

citogenética, como ferramenta para avaliação da ploidia em diferentes doenças, sendo utilizada em es-

pecial nas LLAcpB (Gupta et al., 2019). 
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Figura 1.3: Análise de ciclo celular. Análise de ciclo celular com representação em histogramas da quantidade de DNA de 

linfócitos (IV) e blastos (V) de paciente diagnosticado com leucemia linfoblástica aguda de células precursoras B (LLAcpB) 

(Gupta et al., 2019). 

 

1.9 Avaliação da Ploidia 

 

A análise da ploidia por citometria de fluxo (CF) é um método simples e rápido para estudar o conteúdo 

de DNA das células e estimar a proporção de células nas diferentes fases do ciclo celular (Gupta et al., 

2019; Pierzyna-Świtała et al., 2021). Utilizando a FC, é possível identificar objetivamente os clones 

aneuploides através da determinação do DI e da análise quantitativa das fases individuais do ciclo celular 

(Pierzyna-Świtała et al., 2021). Até agora, ficou evidenciado que as mudanças cromossómicas desem-

penham uma função crucial na origem, progressão, tratamento e previsão do desfecho da leucemia in-

fantil (Grevas, 2018). Dentro das descobertas cromossómicas, destaca-se o DI, que indica a quantidade 

de material genético nas células leucémicas, é a razão entre o pico G0/G1 de uma população de teste e 

o pico G0/G1 de uma população diploide conhecida e tem sido reconhecido como um elemento prog-

nóstico significativo na avaliação do risco (Krueger & Wilson, 2011; Qiu et al., 2021). 

Uma das modificações genéticas mais comuns encontradas nas LLAcpB em crianças é a aneuploidia 

(condição em que a célula ou organismo possui um número anormal de cromossomas), geralmente iden-

tificada através de técnicas de cariótipo ou DI (Groeneveld-Krentz et al., 2019). O iodeto de propídeo 

(PI) é um corante que se liga à estrutura helicoidal do DNA (Gupta et al., 2019). A intensidade da 

fluorescência resultante da ligação do fluorocromo ao DNA é proporcional à quantidade de material 

genético presente no núcleo celular. Esta técnica não apenas revela como as populações celulares estão 

distribuídas nas diversas fases do ciclo celular,  mas também facilita a deteção de mudanças clonais 

(aneuploidias) no conteúdo de DNA das células (Palmeira & Martins, 2007); e permite correlacionar 

o conteúdo de DNA com a expressão de antígenos celulares, que podem ser obscurecidos pela presença 

de células não tumorais em grande quantidade. Para a avaliação de risco das LLAcpB são utilizados os 

grupos que se encontra na tabela 1.1 onde a hipodiploidia está associada a mau prognóstico enquanto as 

células hiperdiploides que apresentam DI ≥ 1,16, demonstram relação com melhor prognóstico (Gupta 

et al., 2019; Pierzyna-Świtała et al., 2021; Swerts et al., 2007). O status da ploidia foi avaliado usando 

a tabela de (Gupta et al., 2019) e DI, conforme relatado anteriormente.  

Tabela 1.1: Valores de Índice de DNA por citometria de fluxo e números cromossómicos modais. Índice de DNA de 

citometria de fluxo e números cromossómicos modais correspondentes usados como referência no estudo (Gupta et al., 2019). 

 

Grupo de Ploidia 

Valores do Índice de 

DNA  (Citometria do 

Fluxo) 

Número modal de 

cromossomas 
Prognóstico 

Próximo a haplóide 0.55 a 0,69 24-29 Mau prognóstico 

Baixa-hipodiplóide 0.70 a 0.88 31-39        Mau prognóstico 

Alta- hipodiplóide 0.89 a 0.95 40-45 Bom prognóstico 

Diplóide 0.96 a 1.05 46 Normal 

Baixa- hiperdiplóide 1.06 a 1.15 47-50 Mau prognóstico 

Alta- hiperdiplóide 1.16 a 1.39 51-65 Bom prognóstico 

Próximo a Triplóide 1.40 a 1.79 66-80 Mau prognóstico 

Próximo a Tetraplóide 1.80 a 2.28 81-102 Mau prognóstico 
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1.10 Justificativa  

 

Em países desenvolvidos a cura para o cancro é agora uma realidade, com taxas de sobrevivência atin-

gindo cerca de 80%, sendo que mais de 80% das crianças em África ainda perdem suas vidas devido à 

falta de acesso a tratamentos adequados (Hadley et al., 2012). Na região da África Subsaariana, as taxas 

de mortalidade infantil figuram entre as mais elevadas globalmente (Carreira et al., 2014).  

Em Moçambique, a leucemia é a principal causa de hospitalização nos serviços de oncologia pediátrica 

do Hospital Central de Maputo, onde tem registado elevadas taxas de mortalidade principalmente em 

crianças dos 0-15 anos (Tracy & Eve, 2017).  

Nos últimos anos tem-se verificado um aumento significativo do diagnóstico de leucemias agudas pe-

diátricas em Moçambique através da implementação do diagnóstico por imunofenotipagem pelo Insti-

tuto Nacional de Saúde. Contudo, o diagnóstico está limitado a capital do país. Para as províncias mais 

distantes, enfrentam-se várias limitações devido a logística para o transporte de amostras e pacientes 

para a capital, para a realização do diagnóstico e tratamento.  

Assim, há uma necessidade urgente da implementação de novas técnicas que sejam efetivas para o di-

agnóstico das leucemias em pacientes acometidos de modo a definir os subtipos moleculares, que serão 

essenciais para a melhor classificação de risco e tratamento mais adequado, e a técnica do índice de 

DNA é uma ferramenta muito útil.  

 

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

 

• Padronizar e implementar a técnica de índice de DNA (DI), como ferramenta do diagnóstico em 

crianças de 0-14 anos com LLAcpB do Brasil/ Bahia, e em Moçambique. 

2.2 Objetivos específicos 

• Determinar as caracteristicas clínico demográfico dos pacientes. 

• Identificar o tipo de leucemia por imunofenotipagem. 

• Comparar os resultados da imunofenotipagem de acordo com o tipo de citómetro, solução de 

lise, uso de iodeto de propídeo e uso de marcador clonal no Brasil e Moçambique. 

 

 

3 MATERIAL & MÉTODOS 

3.1 Participantes da Pesquisa 

 

Fez-se uma amostragem por conveniência, onde foram analisados 18 casos de pacientes suspeitos refe-

renciados, 8 amostras controlos, para o hospital Aristides Maltez- Bahia, 10 casos de pacientes suspeitos 

referenciados e 5 amostras controlos para o Hospital Central de Maputo- Moçambique.  

Das amostras analizadas utilizou-se SP e MO, em tubos de etilenodiaminotetracético (EDTA), de indi-

víduos com suspeita de leucemia aguda e 13 amostras de pacientes que não foram diagnosticados com 

neoplasias, usadas como controlo na Bahia e Moçambique,  seguindo a rotina estabelecida nos serviços 

de pediatria. 
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Os pacientes selecionados foram diagnosticados através das diretrizes da Organização Mundial da Saúde 

(Arber et al., 2016). O critério de diagnóstico foi baseado na apresentação clínica, hemograma com-

pleto, esfregaços morfológicos e imunofenotipagem de MO e/ou SP. É considerada leucemia aguda a 

presença de 20% ou mais de blastos na medula óssea ou no sangue periférico, avaliados através de 

esfregaços morfológicos. Dos participantes deste estudo foram obtidos dados demográficos e laborato-

riais, como: idade, sexo, naturalidade, tipo de amostra utilizada no diagnóstico, percentual de blastos 

leucémicos, leucometria (contagem de leucócitos, células sanguíneas brancas). 

As amostras do Brasil foram transportadas no gelo e as amostras de Moçambique foram transportadas a 

temperatura ambiente até o laboratório para serem processadas dentro de seis horas após a colheita. No 

laboratório as amostras foram manuseadas seguindo os procedimentos operacionais padronizados em 

vigor. 

 

3.2 Desenho do Estudo 
 

Trata-se de um estudo laboratorial e observacional transversal, onde foi determinado o índice de DNA 

em 18 pacientes pediátricos com LLAcpB analisados nos laboratórios dos hospitais públicos de referên-

cia na cidade de Salvador, Bahia, Brasil, e 10 no hospital central de Maputo em Moçambique.  

O rastreio dos participantes, foi feito em todos os pacientes que entraram nos serviços de hemato-Onco-

logia do Hospital central de Maputo com suspeita de leucemia. Foram critérios de inclusão e exclusão 

para esta componente do estudo os seguintes:   

 

3.2.1 Critérios de Inclusão  

• Pacientes de 0-14 anos de idade oriundos dos hospitais Martagão Gesteira, Aristides Maltez e Hos-

pital Central de Maputo; 

• Pacientes com diagnóstico primário confirmado de LLA-cpB; 

•  Ter assinado o termo de assentimento ou consentimento informado.  

•  

3.2.2 Critérios para exclusão para a avaliação  

• Pacientes cujos responsáveis, ou eles próprios, não concordem em assinar os termos de consenti-

mento/assentimento livre e esclarecido;  

• Amostras que apresentavam viabilidade abaixo de 75%, e/ou com qualidade de material insuficiente 

para os testes propostos. 

 

3.3 Considerações éticas 

 

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Ética em Pesquisa do Instituto Gonçalo Moniz/Fiocruz Bahia, 

sob o número CAAE 39054320.7.1001.0040 do Brasil, ver (anexo A) e em Moçambique pelo Comité 

Nacional para Saúde (CNBS) com o número 140/CNBS/23, ver (anexo B). O trabalho foi conduzido de 

acordo com os princípios éticos estabelecidos por diretrizes internacionais, como a Declaração de Hel-

sinquia, as Boas Práticas Clínicas (ICH GCP) E6 (R2), e os princípios das Convenções de Bioética de 
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Oviedo, além de outras normas aplicadas internacionalmente, da União Europeia e das leis e regulamen-

tos nacionais relativos à condução de estudos e coleta de dados. Como alguns membros da equipe tinham 

contato diário com os potenciais participantes do estudo, o recrutamento foi realizado apenas por aqueles 

que estavam diretamente envolvidos na prestação de cuidados a esses participantes.  

A confidencialidade foi assegurada em todos os procedimentos do estudo. Para proteger a privacidade 

dos pacientes, foi utilizado um sistema de códigos para identificá-los. Os prontuários clínicos dos 

participantes foram armazenados em locais com acesso restrito, disponíveis apenas ao pessoal 

diretamente envolvido no estudo. Os pacientes foram incluídos no projeto após assinatura do termo de 

consentimento pelos seus responsáveis legais. As crianças com suspeita de leucemia e seus responsáveis 

foram informados pelo investigador principal ou uma pessoa devidamente qualificada sobre o estudo, 

agendamento de visitas e requisitos de amostragem, benefícios esperados e riscos potenciais associados 

aos procedimentos de protocolo, e foram convidados a serem incluídos no estudo. Perguntas médicas 

gerais sobre a elegibilidade para inclusão foram feitas pela equipe médica antes do procedimento de 

consentimento informado. Depois de totalmente informado e concordado, os responsáveis assinaram o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para que o paciente participasse do estudo. A 

linguagem utilizada foi o menos técnica possível e os responsáveis e pacientes não foram indevidamente 

influenciados para participarem do estudo (ver anexos A a H). 

 

3.4 Testes laboratoriais 

 

A colheita das amostras no Brasil foi feita no hospital Martagão Gesteira (HMG), Aristides Maltez 

(HAM) e processadas no laboratório do Hospital Aristides Maltez (Brasil). Em Moçambique, as amos-

tras foram colhidas no hospital Central de Maputo (HCM) e processadas no laboratório do Centro de 

Pesquisa em Saúde e Treinamento da Polana Caniço (CISPOC). 

 

3.5 Imunofenotipagem para diagnóstico de leucemia aguda 
 

As análises dos pacientes foram feitas segundo os painéis mostrados nas Tabelas 3.1 (anticorpos utilizados 

no Laboratório do Hospital Aristides Maltez- Bahia) e 3.2 (anticorpos utilizados no Laboratório do Centro 

de Pesquisa em Saúde e Treinamento da Polana Caniço- Moçambique). A razão da escolha destes anticor-

pos é por cobrirem toda a linhagem das leucemias em estudo. A aquisição de dados foi feita usando o 

citómetro de fluxo BD FACS CANTO II (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) em Moçam-

bique e citómetro de fluxo FACS Calibur, DX FLEX B5R3V5 Beckman Coulter e FACS Fortessa na Bahia 

com as definições do EuroFlow, seguindo as diretrizes da BD Sciences Application Guide for Acute Leu-

kemias, em até 2 horas após a colheita.  

Tabela 3.1: Painel de anticorpos monoclonais utilizados no Brasil- Bahia. Painel de anticorpos monoclonais utilizados na 

realização de diagnóstico das Leucemias Agudas- Brasil, anticorpos, tubos e volume estabelecido na titulação. Adaptado de 

Euroflow, Hospital Aristides Maltez (Pedral Sampaio). 

ANTICORPOS FITC PE ECD PC5.5 PC7  APC AF700 AF750 PacB KO 

TUBO 1 CD18 CD73+CD66 CD19 CD24 CD10 CD304 CD34 CD38 CD20 CD45 

TUBO 2 CD20 CD10 CD19 CD24 CD10 CD13+CD33 CD34 CD38 CD22 CD45 

VOLUME (μl) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
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Tabela 3.2: Painel de anticorpos monoclonais utilizados em Moçambique. Painel de anticorpos monoclonais utilizados na 

realização de diagnóstico das Leucemias Agudas (Moçambique). Adaptado de Euroflow, Centro de Pesquisa em Saúde e Trei-

namento da Polana Caniço. 

TUBO PacB PaCo FITC PE PerCP-CY5.5 Pe-CY7 APC APC-H7 

1 CD20 CD45 CD58 NG2 CD34 CD19 CD10 CD38 

2 CD9 CD45 CD73+CD304 CD66 CD34 CD19 CD123 CD81 

VOLUME (μl) 2 2 2 2 2 2 2 2 

 

Abreviaturas: PacB - Pacific Blue; PaCo -Pacific Orange; FITC - Fluorescein Isothiocyanate; PE - Phyco-

erythrin; PerCP - Peridinin-Chlorophyl-Protein; CY - Cyanin; APC - Allophycocyanin.  

 

3.6 Procedimento 
O protocolo utilizado nesta tese foi adaptado do protocolo da Euroflow, Hospital Aristidez Maltez (Pe-

dral Sampaio). Brevemente, seguindo o protocolo, utilizou-se uma amostra de sangue de um controlo 

não oncológico e uma amostra de sangue ou de medula óssea do paciente a ser analisado. Fez-se a 

contagem da celularidade das amostras no contador celular em câmara Neubauer. De seguida, o volume 

correspondente a 2x105 células de cada amostra foi colocado em tubos próprios para análise no citómetro 

(tubos devidamente identificados como controlo e com identificação do paciente). Dois ml de solução 

de lise FACS BD ( BD) foram adicionados a cada tubo e incubados durante 10 minutos a temperatura 

ambiente.  

Os tubos foram centrifugados a 1500 rpm durante 5 minutos, o sobrenadante foi desprezado, e 2 mL de 

PBS 1X adicionados, seguidos de centrifugação a 1500 rpm durante 5 minutos e desprezando o sobre-

nadante. Por fim, adicionou-se 200 μl de RNAse e 200 μl de PI, e incubou-se as amostras por 15 minutos 

(min) à temperatura ambiente e protegido da luz. As amostras podem ser armazenadas no frigorífico e 

a análise no citómetro pode ser feita no máximo até duas horas após a preparação. 

 

Para os tubos com o marcador CD45 seguiu-se o protocolo de marcação de antígenos de membrana onde 

colocou-se o volume correspondente do marcador no devido tubo. De seguida o volume correspondente 

de cada amostra 2x105 células é colocado em tubos próprios para análise no citómetro (tubos devida-

mente identificados como controlo e com identificação do paciente), incubamos no escuro durante 15 

min, 200µl de solução de lise FACS BD foram adicionados em cada tubo e voltamos a guardar no escuro 

durante 15 min. A amostra foi centrifugada a 1500 rpm, durante 5 min e o sobrenadante desprezado. 

Foram adicionados 200µl de PBS 1X, 200 μl de RNAse e 200 μl PI e guardado no escuro durante 15 

min. A leitura  foi feita o mais rápido possível, no máximo até duas horas após a preparação. Pelo menos 

30.000 eventos por tubo foram adquiridos. As análises foram realizadas usando o software Infinicyt TM   

1.8 (Cytognos, 10 Salamanca, Espanha)  ou o FlowJo, versão 10 (FlowJo Lcc; Ashland, OR, USA). 

 

A população de linfócitos foi definida pelos parâmetros de tamanho e granulosidade, no gráfico FSC 

(Forward Scatter) versus SSC (Side Scatter). As populações de blastos leucémicos, hematogónias (cé-

lulas precursoras na linhagem linfoide B, linfócitos maduros e plasmócitos foram identificados com base 

na expressão da molécula CD45 versus características de granulosidade interna (CD45 X SSC). O índice 

de DNA foi calculado pela fórmula 3.1  (Figura 3.1). 
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                                                 Fórmula 3.1: Fórmula para calcular o Indice de DNA. 

 

Em seguida, foi determinado o índice de DNA (DI) das amostras, a percentagem das células na fase G0/G1, 

a mediana de fluorescência para PI e o coeficiente de variação (CV). A presença de pico G0/G1 foi inter-

pretada como evidência de aneuploidia, e o índice de DNA foi calculado para o pico aneuploide. Houve 

medição do DI de acordo com as técnicas padrão baseadas nas diretrizes de Gupta et al.(2019). Para padro-

nização do histograma, selecionou-se as células de interesse da MO (linfócitos) no gráfico Foward Scatter 

- log (FSC-A) linear versus Side Scatter - Área (SSC-A) linear, figura 3.2. Selecionou-se também um dot 

plot (gráfico de pontos, onde cada ponto é dado o nome de evento). Foi usado uma aquisição de 30.000 a 

50.000 eventos em uma taxa baixa de aproximadamente 200 eventos/s. 

 

       
 

Figura 3.2: Análise de ciclo celular de um paciente com leucemia. Análise de ciclo celular com representação em histogra-

mas da quantidade de DNA. Exclusão dos doubles (A) e seleção de linfócitos normais e blastos leucémicos (B) de paciente 

diagnosticado com leucemia linfoblástica aguda de células precursoras B (LLAcpB). 

  

3.7 Controlo de qualidade 

 

Todas as técnicas e documentos empregados seguiram diretrizes estabelecidas em protocolos e 

procedimentos operacionais padronizados (POPs), com testes e validações constantes. Esses documentos 

foram armazenados nos arquivos do estudo e organizados por tipo. A seleção dos exames para diagnóstico 

de leucemias agudas foi orientada pelos padrões internacionais recomendados pela OMS, assim como do 

Índice de DNA que foi padronizado neste trabalho. 

Para garantir a qualidade dos testes e resultados, todos os procedimentos laboratoriais realizados no estudo 

foram acompanhados por controles comerciais da FACS BD. Antes de processar qualquer amostra, 

calibradores e controles comerciais, todos os analisadores foram devidamente mantidos de acordo com o 

protocolo do fabricante e a política interna do laboratório. 

  

 

 

A B 
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3.8 Manutenção 

 

Os equipamentos foram submetidos a manutenção diária, semanal e mensal, o que englobava atividades 

como limpeza, realização de controlo de qualidade e troca de reagentes e instrumentos, conforme necessá-

rio. 

3.9 Análise dos dados 

 

O plano de análise para o estudo incluiu a produção de estatísticas sumárias (ex. média e desvio-padrão) 

para os principais indicadores do estudo, dispostos em tabelas e/ou gráficos. Os dados foram analisados 

usando o pacote de software GraphPad Prism version 9. As amostras dos pacientes incluídos no estudo, 

com diagnóstico de leucemia linfoblástica de células precursoras B (LLA-cpB), avaliados ao diagnóstico 

foram analisadas individualmente quanto à presença ou ausência da expressão antigénica de cada mar-

cador utilizado na citometria de fluxo. Inicialmente, foi realizada a avaliação exploratória e descritiva 

dos dados, procurando identificar diferenças em subgrupos de pacientes de acordo com informações 

como idade, sexo, leucometria e faixa etária. 

 

3.10 Análise estatística 

 

O plano de análise para o estudo incluiu a avaliação descritiva dos dados, procurando identificar dife-

renças em subgrupos de pacientes de acordo com informações como idade, sexo, leucometria e faixa 

etária. 

 

3.11 Ensaios de padronização 

3.11.1  Comparação do citómetro 

 

A padronização inicial foi realizada no Brasil. Nos primeiros ensaios foi utilizado o citómetro FACS 

Calibur, que é um instrumento mais antigo. Os dados não eram homogêneos, com valores e coeficiente 

de variação (CV) muito altos, o que significa que houve uma variação maior das células adquiridas. 

Indicando desta forma, a instabilidade do aparelho utilizado. Também foi observado um grande 

percentual de debris celulares e de células mortas, dificultando a comparação de controlo e paciente, dai 

concluímos que a amostra analisada precisava ser fresca (no máximo 6 horas após a coleta). Nos ensaios 

seguintes foram testados outros dois citómetros, o FACS Fortessa (BD Biosciences) e DX Flex 

(Beckman Coulter). 

 

3.11.2 Comparação das soluções de lise 

 

Primeiramente testou-se a solução de cloreto de amónio ao nosso estudo, visto que, a lise com solução 

de amónio era preparada na hora e no laboratório e que o mesmo dispunha de reagentes suficientes para 

o teste, o que poderíamos poupar tempo e custos na compra dos reagentes. Verificou-se que a solução 

de amónio não era adequada aos nossos experimentos pois nas amostras de pacientes havia grande perda 

de viabilidade das células, não sendo possível a análise da marcação por PI. Sendo assim foi verificado 

que a lise das hemácias com solução de cloreto de amónio mostrou-se inadequada, tendo-se optado pelo 

uso da solução de lise FACS BD e conseguimos identificar as células de interesse. Dessa forma, definiu-

se que a solução de lise FACS BD era ideal para o nosso experimento pois mostrou bons resultados. 

Após a experiência desta técnica no Brasil fez-se a transferência da mesma para Moçambique. 



 

22 

 

4 RESULTADOS 

4.1 Características Clínico-Demográficas dos Pacientes Incluídos no Estudo 

 

Neste estudo foi feita uma análise prospetiva de casos LLAcpB no centro de referência de oncologia 

pediátrica na Bahia, onde as informações clínico-demográficas e laboratoriais de 18 crianças com 

LLAcpB estão apresentadas na tabela 4.1. A idade média do grupo foi de 5,4 anos (variando entre 10 

meses e 9 anos);  17 pacientes tinham mais de 1 ano, 9 do sexo masculino e 9 do sexo feminino. Em 18 

amostras colhidas no Brasil, foi realizada análise de índice de DNA, onde 6 pacientes apresentaram alta 

hiperdiploidia, 4 baixa-hiperdiploidia e 3 diploidia (normal). Nas primeiras 5 amostras feitas na Bahia 

não conseguimos obter o DI assim como o tipo de ploidia, conforme mostra a tabela 4.1, isto deve-se ao 

protocolo de lise de hemácias com cloreto de amônio usada primeiramente. Após a padronização no 

Brasil transferiu-se a técnica para Moçambique onde tivemos 10 pacientes com a idade média de 6 anos 

(variando entre 1 ano e 14 anos); 9 pacientes tinham mais de 1 ano de idade, 6 do sexo masculino e 4 

do sexo feminino. Em 10 amostras colhidas em Moçambique, realizou-se a análise de DI, onde 6 

pacientes apresentaram alta hiperdiploidia, 2 baixa-hiperdiploidia e 2 diploidia (normal), tabela 4.2. 

Na padronização da marcação com iodeto de propídeo (Bahia), através de tamanho (FSC-A) e 

granulosidade (SSC-A) fizemos a seleção das células de interesse, onde em A- linfócitos normais e D- 

blastos leucêmicos, em B  e D com FSC-A e FSC-H (altura) separamos os singlets (células individuais) 

e retiramos os doublets e por fim fez-se os histogramas C e F (histogramas representando a IFM do PI), 

para a verificação do PI nas células, conforme mostra a figura 4.1. Nos histogramas é onde conseguimos 

ver o pico G0/G1 de uma população de teste e o pico G0/G1 de uma população diploide conhecida para 

o cálculo do DI. Na padronização da marcação celular com anticorpo monoclonal com FSC-A e SSC-

A em A pegou-se a região dos blastos, com FSC-A e FSC-H separou-se os singlets. Com o marcador 

CD45 que reconhece os epítodos dos antígenos celulares conseguimos separar melhor os blastos e 

linfócitos em C. Em D- pico dos blastos e E- pico dos linfócitos, histogramas representando a população 

específica em relação à quantidade de DNA, figura 4.2. Com os valores das medianas conseguimos 

calcular o DI pela fórmula da figura 3.1 adquirindo um DI de 1,2 correspondente a alta-hiperdiploidia.  

Após a transferência da técnica para Moçambique fez-se tambem a padronização com PI onde 

conseguimos fazer a selação das amostras de interesse nos dotplots em A e D, a separação dos singlets 

em B e E e os histogramas representando a IFM do PI, figura 4.3. Com a padronização com o anticorpo 

monoclonal, selecionamos as células de interesse que são os blastos em A, retirou-se os doublets em B, 

com o marcador separamos os blastos e os linfócitos em C, em D e E histogramas dos blastos e linfócitos, 

figura 4.4. Através dos valores das medianas calculamos o DI, onde o DI foi de 1,4 que corresponde a 

alta-hiperdiploidia. 
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Tabela 4.1: Características clínico-demográficas com LLcpB do Brasil. Características clínico-demográficas e laboratoriais 

dos pacientes com LLcpB (Brasil- Bahia).  

ID  Sexo  Idade 

(anos) 

Amostra  Blastos 

(%) 

Leucometria 

(x103/µL) 

Tipo de leu-

cemia 

Índice de 

DNA 

Tipo de ploidia 

 1 

 2 

 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

F 

F 

F 

M 

F 

M 

M 

4 

5 

5 

5 

7 

10m 

1A,8m 

SP 

MO 

MO 

MO 

SP 

MO 

MO 

9,15% 

62% 

5,66% 

84% 

46% 

70% 

64% 

32,020 

15,960 

26,450 

18,100 

31,440 

84,740 

13,789 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

- 

- 

- 

- 

- 

1,07 

1,26 

- 

- 

- 

- 

- 

Diploidia (Normal) 

Alta-hiperdiploidia 

 8 M 3 MO 48% 23,660 LLAcpB 1,02 Diploidia (Normal) 

 9 M 3 MO 60% 49,410 LLAcpB 1,14 Baixa-hiperdiploidia 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

F 

F 

F 

M 

F 

M 

F 

M 

M 

3A,1m 

4 

4 

5 

3 

7 

7A,4m 

9 

6 

SP 

MO 

MO 

MO 

MO 

MO 

MO 

MO 

MO 

39,7% 

48% 

65% 

60% 

76% 

48% 

21,9% 

53% 

60% 

8,017 

23,660 

12,420 

14,300 

56,760 

98,600 

15,367 

66,910 

49,410 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

1,04 

1,07 

1,47 

1,18 

1,17 

1,14 

1,52 

1,29 

1,11 

Baixa-hiperdiploidia 

Diploidia (Normal) 

Alta-hiperdiploidia 

Alta-Hiperdiploidia 

Alta- Hiperdiploidia 

Baixa-hiperdiploidia 

Alta-hiperdiploidia 

Alta-hiperdiploidia 

Baixa- Hiperdiploidia 

F: Feminino; M: Masculino; MO: Médula óssea; SP: Sangue periférico; LLA-B: leucemia linfoblástica de células precursoras;  

 

Tabela 4.2: Características clínico-demográficas com LLcpB de Moçambique. Características clínico-demográficas e labora-

toriais dos pacientes com LLcpB (Moçambique- Maputo) 

ID  Sexo  Idade 

(anos) 

Amostra  Blastos 

(%) 

Leucometria 

(x103/µL) 

Tipo de leu-

cemia 

Índice de 

DNA 

Tipo de ploidia 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

M 

F 

F 

M 

M 

F 

F 

M 

M 

M 

5 

14 

2 

8 

1 

10 

6 

4 

3 

7 

SP 

SP 

SP 

MO 

SP 

MO 

MO 

SP 

SP 

SP 

60% 

65% 

80% 

75% 

91% 

56% 

48% 

78% 

90% 

60% 

14,300 

57,000 

16,540 

65,430 

13,690 

23,500 

45,890 

23,460 

67,680 

48,500 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

LLAcpB 

1.48 

1,19 

1,57 

1,28 

1,06 

1,13 

1,12 

1,16 

1,39 

1,03 

Alta-hiperdiploidia 

Alta-hiperdiploidia 

Alta-hiperdiploidia 

Alta-hiperdiploidia 

Diploidia (Normal) 

Baixa-hiperdiploidia 

Baixa-hiperdiploidia 

Alta-hiperdiploidia 

Alta-hiperdiploidia 

Diploidia (Normal) 

M: Masculino; MO: Médula óssea; SP: Sangue periférico; LLA-B: leucemia linfoblástica de células precursoras;  
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4.2 Padronização no Brasil- Bahia - Moçambique 

4.2.1 Padronização da marcação celular com iodeto propídeo (Bahia) 

 

Na primeira etapa deste estudo da padronização e implementação do DI, padronizou-se a intensidade de 

fluorescência média do fluorocromo PI em leucócitos de amostras de SP sem neoplasias hematológicas 

e blastos de amostras de SP com neoplasias hematológicas pelo citómetro FACS Fortessa. Como o DI 

é uma mensuração relativa, para todos os exames foi necessário a utilização de um controlo interno, o 

qual consistiu de uma amostra de SP (sem neoplasia hematológica) proveniente de um doador saudável 

do mesmo sexo do paciente leucêmico devido a diferença nas quantidades de DNA entre os 

cromossomas X e Y. 

O uso da amostra controlo saudável misturada com a amostra do paciente leucêmico foi essencial para 

comparar a distribuição das células saudáveis com as células patológicas. Esse método foi adotado para 

avaliar se as células patológicas possuem conteúdo de DNA euploide (2n) ou aneuploide (diferente de 

2n), especialmente em casos de amostras de pacientes leucêmico que não apresentam nenhuma popula-

ção de células com conteúdo de DNA dentro dos padrões normais. 

Para a padronização do histograma, à medida que era feita a aquisição, foram selecionadas as células de 

interesse do SP (linfócitos e blastos) no gráfico de dispersão de luz Foward Scatter - Area (FSC - A) 

linear versus Side Scatter - Area (SSC-A) linear (Figura 4.1 - Bahia e 4.3- Moçambique, Painel A e D – 

células marcadas). O detector FSC avalia o tamanho, enquanto, o SSC, detecta a granulosidade celular. 

O histograma com a FSC - A versus altura (FSC-H) (Figura 4.1 - Bahia e 4.3- Moçambique, Painel B e 

E), para retirar debris (restos celulares) e dublets. O último histograma emite luz no comprimento de 

onda de aproximadamente 570 nm, mesmo canal que detecta o fluorocromo PE. Assim, foi estabelecido 

um dot plot com os dados de PI (PE – Área) linear versus SSC – Area (área) linear (Figura 4.1 - Bahia 

e 4.3 - Moçambique, Painel C e F); histograma para visualizar a IFM do corante PI, o qual é detectado 

pelo detector FL2 (fluorescência 2); 
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Figura 4.1: Análise representativa da marcação celular com iodeto de propídeo das células de sangue periférico usando 

a lise das hemácias com solução da lise FACS BD para o paciente 06 e seu controlo VI. Uso do citômetro FACS Fortessa 

(BD Biosciences). Amostra controlo não leucêmico em A, B e C e amostra leucêmico em D, E e F. Em A e D dot plots FSC-

H x SSC-H, com a seleção de linfócitos normais e blastos leucêmicos, respectivamente, para ajuste das voltagens dos detectores 

FSC e SSC. Em B e E dot plot representando a intensidade de marcação (IFM) dos linfócitos pelo PI; Em C e F, histogramas 

representando a IFM do PI em relação à quantidade de células; FSC: Dispersão de luz frontal; SSC: Dispersão de luz lateral; 

PI: iodeto de propídeo; IFM: Intensidade de Fluorescência Média. 

 

4.2.2 Padronização da marcação celular com anticorpo monoclonal (Bahia) 

 

Na padronização da análise do índice DNA, foi realizado o teste para marcação dos leucócitos de SP de 

indivíduos sem neoplasias hematológicas com anticorpo monoclonal. O marcador foi escolhido por estar 

presente em maior proporção nas células linfoides do SP.  

Para esta análise, foram plotados, além dos dot plots presentes na figura 4.1- Padronização da marcação 

celular com iodeto de propídeo (detalhados novamente na Figura 4.2 - Bahia e 4.4 - Moçambique, Pai-

néis A, B, D e E), mais um dot plot com a plotagem do marcador CD45 versus a granulosidade das 

células (CD45 FL9-A versus SSC-A linear), painel C. Este dot plot tem a função de mostrar uma popu-

lação celular específica com relação à quantidade de DNA. Como a amostra tem células aneuploides 

entre as células diploides, aparecem dois grupos de células com diferente IFM do PI. O anticorpo utili-

zado para calcular o DI é direcionado contra marcador característico da doença. Para calcular o DI, ou 

seja, a quantidade de material genético que as células patológicas tinham em comparação com as células 

do paciente controlo, foi feita a razão entre o pico da mediana G0/G1 de uma população leucêmica e o 

pico da mediana G0/G1 de uma população diploide padrão. O tubo que tinha apenas as células do 

paciente controlo e o anticorpo monoclonal dirigido contra o marcador presente nas células patológicas 

tinha a função de conhecer o perfil de marcação do anticorpo em células saudáveis. 
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Figura 4.2: Análise representativa da marcação celular com anticorpo monoclonal usando a lise das hemácias com 

solução da lise FACS BD, pelo método CD45 para o paciente 013. Uso do citometro FACS Canto II. Em A  dot plots FSC-

A x SSC-A seleção das células viáveis. Em B dot plots FSC-H x FSC-A exclusão de doublets. Em C com o marcador CD45, 

seleção de linfócitos normais a direita e blastos leucêmicos a esquerda. Em D histograma com o pico dos blastos e E histograma 

com o pico dos linfócitos. A média geométrica (GM) do pico G0/G1 (blastos) é dividida pela GM do pico G0/G1 (linfócitos) 

para calcular o índice de DNA (DI). CD45: anticorpo monoclonal; FSC: Dispersão de luz frontal; SSC: Dispersão de luz lateral; 

PI: iodeto de propídeo. 

 

 

4.2.3 Padronização da marcação celular com iodeto de propídeo (Moçambique) 

 

     

     

 

Figura 4.3: Análise representativa da marcação celular com anticorpo monoclonal e iodeto de propídeo usando a lise 

das hemácias com solução da lise FACS BD, pelo método PI para o paciente 002 e seu controlo II. Uso do citometro 

FACS Canto II. Amostra controlo não leucêmico em A, B e C e amostra leucêmico em D, E e F. Em A e D dot plots FSC-H x 

SSC-H, com a seleção de linfócitos normais e blastos leucêmicos, respectivamente, os quais apresentam baixa granulosidade 

(SSC) e tamanho (FSC). Em B e E dot plots FL2-W x FL2-A (marcação para PI), utilizados para exclusão de doublets. Em C 

e F, histogramas mostrando a marcação para PI em FL2-A, em relação à quantidade de células. FSC: Dispersão de luz frontal; 

SSC: Dispersão de luz lateral; PI: iodeto de propídeo 
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4.2.4 Padronização da marcação celular com anticorpo monoclonal (Moçambique) 

 

     

                               

 

Figura 4.4: Análise representativa da marcação celular com anticorpo monoclonal e iodeto de propídeo usando a lise 

das hemácias com solução da lise FACS BD, pelo método PI para o paciente 008 e seu controlo VIII. Uso do citometro 

FACS Canto II. Em A  dot plots FSC-A x SSC-A seleção das células viáveis. Em B dot plots FSC-H x FSC-A exclusão de 

doublets. Em C com o marcador CD45, seleção de linfócitos normais e blastos leucémicos. Em D e E, histogramas mostrando 

a marcação para PI em FL2-A, em relação à quantidade de células. Em D histograma com o pico dos blastos e em E histograma 

com o pico dos linfócitos. A média geométrica (GM) do pico G0/G1 (blastos) é dividida pela GM do pico G0/G1 (linfócitos) 

para calcular o índice de DNA (DI). CD45: anticorpo monoclonal; FSC: Dispersão de luz frontal; SSC: Dispersão de luz lateral; 

PI: iodeto de propídeo. 

 

 

4.2.5 Resumo dos procedimentos feitos e parâmetros considerados na Bahia e Moçam-

bique 

 

No estudo da padronização e implementação do DI foram utilizados dois protocolos: protocolo da pa-

dronização da marcação celular com iodeto de propídeo e protocolo da padronização da marcação celu-

lar com anticorpo monoclonal. Observa-se que no protocolo da padronização da marcação celular com 

iodeto de propídeo onde utilizou-se o citómetro da FACS Calibur e a lise de cloreto de amónio na Bahia, 

o teste não funcionou corretamente nas primeiras amostras, como referido anteriormente. Os citómetros, 

os tipos de lise, os métodos utilizados, o número de amostras na Bahia assim como em Moçambique na 

padronização e implementação do DI, estão apresentados na tabela 4.3.  
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Tabela 4.3: Tipos de citómetros, tipos de lise e métodos utilizados na padronização e implementação do DI na Bahia e em 

Moçambique. 

 

 

País 
Tipo de  

citómetro 
Tipo de lise Métodos usados 

Número de 

amostras  

Teste 

 funcionou? 

Brasil 

 (Bahia)  

FACS Calibur 
Cloreto de 

amónio 
Iodeto de propídeo 5 Não 

DX Flex 
FACS BD 

Iodeto de propídeo 

Marcador CD45 

7 Sim 

FACS Fortessa 6 Sim 

Moçambique  FACS Canto II FACS BD 
Iodeto de propídeo 

Marcador CD45 
10 Sim 

 

 

 

5 DISCUSSÃO 

 

A hiperdiploidia é a anormalidade citogenética mais comum em crianças com LLAcpB. Diversos estu-

dos confirmam que perfis imunofenotípicos específicos, assim como anomalias citogenéticas e molecu-

lares, estão relacionados ao prognóstico (Pierzyna-Świtała et al., 2021). O índice de DNA (DI) tem 

sido conhecido como fator prognóstico em crianças com leucemia linfoblástica aguda de células precur-

soras B (LLAcpB) e pacientes com DI ≥ 1,16 tiveram bom prognóstico em comparação aos pacientes 

com DI ≤ 1,16. De acordo com a nossa análise as amostras colhidas a mais de 24 horas tiveram um 

impacto negativo na qualidade das análises, enquanto as amostras frescas colhidas dentro de 6 horas 

tiveram um resultado positivo, onde estes resultados positivos foram basicamente consistentes com 

aqueles relatados na literatura consultada. Até onde sabemos, este é o primeiro estudo deste tipo reali-

zado em Moçambique. O DI é um bom método para o diagnóstico das leucemias, pois verifica-se que 

trata-se de um método eficiente, rápido, menos dispendioso e de fácil manuseamento. O DI de 1,16 é 

considerado como ponto de corte significativo para discriminar o grupo de menor risco, como mostrado 

em diferentes trabalhos (Gupta et al., 2019; Pierzyna-Świtała et al., 2021; Swerts et al., 2007). 

Para distinguir o sinal emitido pelos doublets (células aderidas) de células na fase G1 do sinal emitido 

pelas células na fase G2/M – que possuem uma maior quantidade de DNA e, consequentemente, uma 

maior intensidade de fluorescência média (IFM) –, foi utilizada a diferença na altura do sinal emitido 

pelo laser FL2. Os doublets aumentam o sinal na largura do FL2 (FL2 Width) devido ao maior diâmetro, 

enquanto o sinal da área do FL2 (FL2 Área) é igual tanto para células únicas na fase G2/M quanto para 

dupletos na fase G1 (Krueger & Wilson, 2011; Nunez, 2001). Além disso, as amostras devem ser 

adquiridas no citómetro a uma velocidade baixa – menos de 1000 células por segundo – para garantir 

uma boa discriminação entre células singlets (individuais) e doublets (Nunez, 2001). Outro fator consi-

derado na padronização da metodologia foi a utilização de PI com RNAse, para evitar que o fluorocromo 

se ligasse a qualquer RNA de fita dupla e assim prevenir falsas interpretações do conteúdo de DNA 

(Nunez, 2001).  

 

A leucemia linfoblástica aguda de células precursoras B (LLAcpB) é o cancro mais prevalente em crianças. 

Apesar das melhores taxas de cura nos últimos anos, a doença ainda apresentará recaídas em alguns paci-

entes (Huang et al., 2020). Na comparação dos citómetros achamos que o FACS Calibur não é adequado 

para análise do índice de DNA, pois este aparelho não apresentou resultados fidedignos talvez por já não 

estar funcionar corretamente, provavelmente pelo tempo de uso, tendo-se optado pelo uso de citómetros 

recentes como o FACS CANTO II (Becton Dickinson), FACS Fortessa (BD Biosciences) e DXFLeX 

B5R3V5 Beckman Coulter, pois estes apresentaram bons resultados. A solução da lise FACS BD mostrou 

melhores resultados do que a solução da lise de cloreto de amônio, mantendo as células íntegras ao fixá-
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las. Com a passagem da amostra pelos lasers, é necessário ajustar a posição das células dentro de um dot 

plot porque a fixação ou permeabilização realizada com o triton pode alterar o tamanho celular assim como 

a disposição das células. Essa fixação ou permeabilização das células permite a penetração do PI no cito-

plasma, que é uma ação que anteriormente era impossível à adição do triton devido à presença da membrana 

plasmática íntegra. O PI, que possui baixa fluorescência em solução aquosa, apresenta uma forte fluores-

cência ao ligar-se ao DNA, razão da interação hidrofóbica. Com relação aos resultados obtidos nas análises 

das amostras de pacientes da Bahia pela técnica de DI, das 18 amostras apenas 13 apresentaram DI assim 

como o tipo de ploidia e 5 não apresentaram estas características. Em Moçambique todos pacientes apre-

sentaram DI e o tipo de ploidia. Das amostras que apresentaram alta- hiperdiploidia significa que há pre-

sença de células B patológicas.  

 

Tanto o uso do método usando CD45 assim como o método usando PI ambos levaram-nos a obter a ploidia 

assim como o DI. O uso do método CD45 é vantajoso pois não precisa de uma amostra controlo de paciente 

saudável, a mesma amostra de paciente leucémico para ser usada como controlo diferentemente do método 

com o uso do PI que requer a amostra controlo de paciente saudável. Os resultados da lise das  hemácias 

da solução FACS BD estão de acordo com Gupta et al. (2019), ver tabela 1.1. Com os resultados encontra-

dos podemos sugerir que o índice de DNA é eficaz para ser usada na avaliação da alteração molecular mais 

frequente em LLAcpB pediátrica, ajudando a classificar e estratificar melhor os pacientes, de forma que 

sejam tratados da maneira mais adequada ao perfil molecular do seu tipo leucêmico. No entanto, é crucial 

notar que a avaliação do prognóstico é multifacetada, sendo abrangidos fatores intrínsecos individuais e 

resultados de testes laboratoriais, como citogenética e biologia molecular. Esta técnica mostrou resultados 

promissores pelo que a sua transferência do Brasil para Moçambique pode ser realizada e esperamos im-

plementa-la rapidamente. 

 

O estudo teve algumas limitações, como a falta de contacto direto com os pacientes para a colheita das 

amostras, pois esta é feita apenas pelas médicas. Apesar das limitações, trata-se de um estudo relevante, 

pois a análise da ploidia de índice de DNA por citometria de fluxo é uma técnica simples e altamente 

proficiente na estratificação de risco no momento do diagnóstico. Adicionalmente, o DI oferece uma alter-

nativa ao cariótipo convencional para detetar subgrupos de bom e mau prognóstico entre os casos de leu-

cemia linfoblástica aguda de células precursoras B (LLAcpB). Assim, este estudo irá ajudar a adquirir 

resultados rápidos, ajudar na estratificação do risco que o paciente possui e a entender melhor o tipo de 

leucemia, dando melhor direcionamento do tratamento adequado ao paciente.  

 

6 CONCLUSÃO 

 

A partir deste estudo, foram evidenciadas as seguintes conclusões:  

• Com relação à padronização e implementação da metodologia, foi estabelecida a utilização de an-

ticorpo mononuclear conjugado ao fluorocromo FITC para não ocorrer a interferência com a faixa 

de emissão do PI; 

• Com relação aos resultados obtidos nas análises de amostras de pacientes na Bahia e em Moçam-

bique pela técnica de DI foram encontradas 23 aneuploidias nos pacientes com LLAcpB e 5 não 

apresentavam essas características.  

• De todos os resultados do conteúdo de DNA por citometria de fluxo que puderam ser avaliados, 

das 18 amostras da Bahia e 10 amostras de Moçambique, apenas 23 apresentaram aneuploidia pelos 

métodos de PI e CD45, o que indica que os resultados foram de acordo com aqueles relatados na 

literatura consultada.   
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Em conclusão, a ploidia do DNA baseada em citometria de fluxo tem forte correlação com perfis citogené-

ticos e produz informações complementares que podem ser utilizadas pelos laboratórios de citogenética 

quando necessário. Portanto, além do diagnóstico precoce e da classificação adequada do subtipo de leuce-

mia, é razoável estudar outros fatores que podem influenciar a resposta ao tratamento e explorar outras 

abordagens para o manejo de casos no cenário moçambicano para melhorar a taxa de sobrevivência. Um 

sistema imunológico eficiente aumenta as hipóteses de recuperação permanente de uma doença neoplásica 

(Van Dongen et al., 2012).  Contudo, é importante destacar que, a técnica de DI é complexa, e envolve 

desde questões intrínsecas de cada paciente até a resultados de exames laboratoriais como a citogenética e 

a biologia molecular. 

 

7 RECOMENDAÇÕES  

 

Considerando-se o fato de que a padronização e implementacao do DI é importante para melhorar a esti-

mativa do prognóstico dos pacientes incluídos neste estudo, sugere-se: 

 

• O uso de citometros modernos como a FACS Fortessa, FACS CANTO II, DXFLeX entre ou-

tros, pois estes mostram bons resultados comparativamente com os citometros antigos como a 

FACS Calibur. 

• A amostra controlo para o método com iodeto de propídeo deve ser fresca e colhida no mesmo 

dia, e a amostra do paciente leucémico deve ser processada em 24h no máximo após a sua 

colheita . 

• Deve usar-se a lise FACS BD pois mostrou bons resultados comparativamente a lise de cloreto 

de amônio. 

• O método CD45 é o mais flexível pois não precisa de amostra controlo de paciente saudável 

comparativamente com o método de PI. 

• Para as amostras colhidas em laboratórios distantes do processamento, o hemograma deve ser 

realizado no laboratório de colheita e as amostras devem ser transportadas em gelo para o labo-

ratório de processamento. 

• As amostras colhidas próximo do laboratório de processamento podem ser transportadas a TA. 

 

De acordo com dados da literatura, e resultados observados neste trabalho, a molécula CD45 pode ser con-

siderada um potencial marcador para o prognóstico de pacientes pediátricos com LLA-cpB, esta pode estar 

relacionada à maturação das células B, que favorece uma otimização nas tomadas de decisões de tratamento 

para pacientes diagnosticados com LLA-cpB. 
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                               ANEXO A – Parecer Consubstanciado (Brasil) 
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ANEXO B – Termo de Assentimento para Criança e Adolescente 
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ANEXO C – Termo de Assentimento para Criança e Adolescente 
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ANEXO D   – Termo de Assentimento para Maiores de 10 anos 
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ANEXO E – Termo de Consentimento Para Maiores Legais 
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ANEXO F – Termo de Consentimento Para Responsáveis por Pacientes Menores de Idade 

 

 

 

 

 



 

61 

 

ANEXO G - Consentimento informado para menores de 12 anos (Moçambique) 
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Anexo H- Assentimento informado para menores de 14 anos e maiores de 12 anos 
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