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I.INTRODUÇÃO 

Frente à crescente indicação de Blinatumomab no Brasil para LLA-B recidivada/refratária, à 

possibilidade de maior acesso dos pacientes a essa terapêutica, à perspectiva da ampliação 

ao uso da terapia celular com receptor quimérico de células T (CAR-T cells) contra células 

leucêmicas B CD19+ e à necessidade de avaliação da efetividade dessas terapêuticas, 

elaboramos esse documento para orientar a detecção da DRM nessas situações. 

A citometria de fluxo multiparamétrica (CFM) é a metodologia amplamente utilizada para 

detecção de doença residual mensurável (DRM) em Leucemia Linfoblástica de células 

precursoras B (LLA-B) por fornecer resultados rápidos, de menor custo e por ser acessível para 

maioria dos centros brasileiros de tratamento de leucemias agudas em relação às técnicas 

moleculares utilizadas para detecção de DRM.  

Para garantir resultados consistentes e sensibilidade adequada à pesquisa de DRM, é 

necessário que haja controle e padronização de todos os processos desde a coleta, transporte 

e armazenamento da amostra antes de seu processamento, assim como dos processos pré e 

pós analíticos intralaboratoriais. A ausência de padronização pré-analítica interfere 

diretamente na análise e interpretação de dados e resulta em variações na sensibilidade da 

técnica, reduzindo a confiabilidade dos resultados. Também é essencial que haja interação do 

médico assistente com o laboratório que realiza os exames. O laboratório deve receber todas 

as informações clínicas necessárias para melhor realização do exame e interpretação dos 

resultados, sobretudo em pacientes que realizaram terapêutica alvo anti-CD19, condição que 

impacta diretamente as estratégias a serem escolhidas pelo laboratório para detecção da  

 



 

 

 

DRM. Além disso, é importante haver clareza nos laudos emitidos e interação clínico-

laboratorial para discussão de dúvidas sobre os resultados reportados.  

Com a redução ou ausência de expressão do antígeno CD19 nas células leucêmicas pós terapia 

alvo, são necessárias estratégias utilizando marcadores alternativos e mesmo estratégias de 

gates que não utilizem o CD19 para detecção de DRM por CFM.  É altamente recomendável 

que sejam utilizados protocolos já validados, assim como estratégias recomendadas pela 

literatura. Dessa forma, elaboramos essas recomendações com opções para laboratórios de 

citometria de fluxo que utilizam de 8 a 11 cores, e numa próxima atualização em 12 cores, 

após publicação da validação Euroflow em curso. Muito importante é que cada laboratório 

tenha implantado os protocolos pré analíticos com rigor: Euroflow (Kalina 2012, SOP para 

FACSLyric) ou Harmonemia (Lacombe 2016). Recomendamos ainda que seja realizada a 

concentração das amostras pela lise total da amostra ou bulklysis (disponível em  

https://www.euroflow.org/protocols), protocolo que permite a aquisição de milhões de 

células por tubo, sendo recomendado a aquisição de pelo menos 4 milhões de células, com 

possibilidade de estudo de até 10 milhões de eventos por amostra, quando 5 milhões de 

células são adquiridas em cada tubo.   Essa estratégia aumenta a sensibilidade de detecção de 

DRM, que pode ser equiparável à dos rearranjos de Ig/TCR por PCR quantitativa em tempo 

real (RT-qPCR), como foi demonstrado (Theunissen 2017a).  

Por fim, recomendamos as informações que devem estar contidas num laudo, que seja 

facilmente interpretável pelos médicos assistentes dos pacientes e que contenha todas as 

informações necessárias à aplicabilidade clínica do exame (Arroz 2016, Gökbuget 2021). 

 
I. RECOMENDAÇÕES TÉCNICAS GERAIS PARA PESQUISA DE DOENÇA RESIDUAL 

MENSURÁVEL EM LLA-B PELA IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO 

 
 
PRÉ ANALÍTICAS: 

COLETA DA AMOSTRA: 

O controle da coleta e do envio das amostras diminuem os riscos de amostras inadequadas 

para avaliação de DRM, como amostras hemodiluídas ou com baixa viabilidade celular. Além 

disso, há diminuição da expressão dos anticorpos na membrana celular de acordo com a idade  

https://www.euroflow.org/protocols


 

 

 

da amostra, alterando o padrão de expressão e intensidade média de fluorescência dos 

marcadores normais. 

 

✓ Amostra do primeiro aspirado de medula óssea. Não recomendado no momento o 

uso de avaliação de DRM por CFM em sangue periférico 

✓ Coletar entre 2.0 a 2.5 mL de amostra. 

✓ Processamento deve ser realizado idealmente em até 48h após a coleta (podendo 

ocorrer até 72h após a coleta). Para amostras que serão submetidas a bulklysis 

idealmente processar dentro de 24 horas da coleta, para evitar perdas de células com 

o processo de lise. 

✓ Manter em temperatura ambiente controlada (18 a 25oC). 

✓ Enviar informações clínicas relevantes para a análise dos dados juntamente com a 

amostra: protocolo de tratamento em uso e momento da coleta de DRM (time point); 

tratamentos prévios realizados; uso de terapêutico de anticorpos monoclonais. 

 

PROCESSAMENTO: DA AMOSTRA 

✓ Contagem da amostra para avaliação de celularidade (contador automático de 

células): pelo número de células por microlitro de amostra verifica-se a concentração 

celular, que idealmente deverá atingir pelo menos 10x106 células/tubo para se atingir 

uma sensibilidade de pelo menos 10-5  

✓ Bulk lysis (Lise total de hemácias): são necessários 2mL de amostra para se obter 10 

milhões de células (10-6) por tubo para incubação com anticorpos monoclonais, com o 

objetivo de adquirir 5 milhões de células por tubo. As amostras são previamente 

lisadas com uma solução de NH4CL preparada  in house ou com FACSLysis (BD)TM, por 

15 min em homogeneizador de laboratório para lise maciça de hemácias, conforme 

previamente descrito (disponível em EuroFlow Standard Operating Procedure  (SOP) for 

Bulk Lysis for MRD Panels em https://euroflow.org/) 

✓ Incubação com anticorpos monoclonais conforme protocolos de padronização (Kalina 

2012, Lacombe 2016). Conforme o protocolo EuroFlow, 100 L de amostra  

https://euroflow.org/


 

 

 

concentrada pela Bulk lysis são incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente 

controlada e ao abrigo da luz. Após, procede-se a lise de hemácias residuais e a fixação do 

material, utilizando-se 2mL de solução de lise contendo paraformaldeido (PFA) na 

concentração 1x por 10 minutos, com posterior centrifugação a 540g por 5 minutos, descarte 

do sobrenadante e novamente lavagem com 2 mL PBS + 0,2% BSA seguido de centrifugação 

por 5 minutos a 540g (disponível em EuroFlow Standard Operating Procedure (SOP) for Sample 

preparation and staining em https://euroflow.org/ ). 

AJUSTES DO CITÔMETRO DE FLUXO E AQUISIÇÃO DE AMOSTRAS: 

✓ Configuração do citômetro de fluxo e controles de qualidade conforme protocolos de 

padronização descritos (Kalina 2012, SOP para FACSLyic, Lacombe 2016) 

Incluir o parâmetro FSC-H para exclusão de doblets no diagramas FSC -H x FSC-A (Arroz 

2016) 

✓ Aquisição mínima de 1 milhão de eventos por tubo, com objetivo de atingir 5 milhões 

de eventos por tubo para sensibilidade para 10-5, sendo recomendável adquirir todo o 

volume de cada tubo em situações de hipocelularidade (Theunissen 2017a) 

 

ANALÍTICAS: 

✓ As análises devem ser realizadas por profissionais com experiência na pesquisa de 

DRM e, se possível, realizada por dois avaliadores independentes (Gökbuget 2021) 

✓ Análise baseada nos conceitos de “Diferente do Normal” e “Imunofenótipo associado 

a Leucemia” (LAIPs) (Cherian 2016, Mikhailova 2022a).As informações clínicas sobre o 

protocolo de tratamento em uso e time points de avaliação serão considerados para 

interpretação dos dados no momento da análise, levando em conta as mudanças fenotípicas 

que podem ocorrer nos blastos e nas células progenitoras B em regeneração de acordo com 

os medicamentos usados (Cherian 2016, Theunissen 2017b).  
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PÓS ANALÍTICAS – EMISSÃO DE LAUDOS 

Os laudos devem conter as principais informações sobre o exame realizado, de forma clara, 

para que possam ser bem entendidas pelo médico assistente e serem utilizadas para a tomada 

de decisões sobre do tratamento (Arroz 2016, Gökbuget 2021). Para isso, devem constar no 

laudo as seguintes informações: 

 

MARCADORES MONOCLONAIS UTILIZADOS PARA A PESQUISA DE DRM 

✓ Descrever os marcadores utilizados na pesquisa de DRM. 

✓ Descrever a intensidade de expressões dos marcadores observada, normais e 

anormais, e opcionalmente informar o percentual de expressão destes marcadores. 

SENSIBILIDADE DO TESTE 

A sensibilidade alcançada pela imunofenotipagem é variável de acordo com o número de 

eventos adquiridos e painel de anticorpos utilizado. As recomendações das sociedades ICCS, 

ESCCA e ASH são informar (Arroz 2016, Gökbuget 2021): 

 

✓ Número de células analisadas – estas devem ser reportadas após exclusão de de debris 

e doblets celulares. 

✓ Limite inferior de quantificação (LLOQ) – valor percentual obtido pelo mínimo de 50 

eventos no cluster de células, em relação ao total de células analisadas. 

✓ Limite de detecção (LOD) – valor percentual obtido de 20 eventos celulares, o mínimo 

de eventos para se considerar um cluster de células, em relação ao total de células 

analisadas. 

Exemplo: 

Analisados 6.000.000 de eventos celulares (após exclusão de doblets e debris 

celulares) 

LLOQ= 0,0008% (50 / 6.000.000 de células analisadas x 100). 

LLOD = 0,0003% (20 / 6.000.000 de células analisadas x 100). 

 

 

 

 



 

 

 

LIMITAÇÕES TÉCNICAS E QUALIDADE DA AMOSTRA 

Condições que interfiram diretamente no resultado do exame, devendo ser reportadas 

como “potencial redução na sensibilidade do teste” (Heuser 2021): 

✓ Hipocelularidade – levando a aquisição de menos de 1 milhão de eventos e, 

consequentemente, baixa sensibilidade. 

✓ Hemodiluição. 

✓ Presença de coágulos. 

✓ Tempo entre coleta e processamento acima de 48h. 

CONCLUSÃO  

Para evitar erros de interpretação dos resultados, o laudo deve apresentar conclusão final 

objetiva (Gökbuget 2021): 

✓ DRM POSITIVA – se DRM acima do LLOQ 

✓ DRM NÃO DETECTADA – se DRM abaixo do LOD* 

*porém informar se sensibilidade do teste for abaixo da recomendada. 

✓ DRM DETECTADA ABAIXO DO LIMITE DE QUANTIFICAÇÃO – se o número de células 

consideradas DRM estiver entre o LOD e LLOQ (entre 20 – 50 eventos celulares no 

cluster de células anormais). 

✓ INCONCLUSIVA – amostras com limitações técnicas que não permitam uma avaliação 

consistente, devem ser reportadas como inconclusivas. 

✓ Caso detectada DRM positiva em paciente com DRM previamente negativa sugerir 

repetição do teste em 15 dias antes de mudança de conduta. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

II. ESTRATÉGIAS ALTERNATIVAS DE GATE USANDO PROTOCOLO EUROFLOW DE 8 

CORES SEM ADIÇÃO DE NOVOS MARCADORES 

Racional: O monitoramento da DRM em pacientes com LLA-B usando protocolo Euroflow 

inclui um painel composto por dois tubos de 8-cores somado às recomendações pré-analíticas 

supracitadas. A escolha dos anticorpos e fluorocromos foi baseada no valor de sua 

contribuição na distinção das células leucêmicas versus células B precursoras normais em 

regeneração (tabela 1). 

 

Tabela 1: Painel de DRM em LLA-B do Euroflow e informações técnicas dos reagentes utilizados. Adaptado de 
www.euroflow.org 
 

Tubo PacB PacO FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC APCA750 

1 CD20 CD45 CD81 
CD66c + 

CD123 
CD34 CD19 CD10 CD38 

2 CD20 CD45 CD81 
CD73 + 

CD304 
CD34 CD19 CD10 CD38 

 

Marcador Fluorocromo Clone Fabricante 
Número de 

Catálogo 
µl/teste 

CD10 APC HI10a BD Biosciences 332777 5 

CD19 PECy7 J3-119 Beckman Coulter IM3628 5 

CD20 PacB 2H7 BioLegend 302320 1 

CD34 PerCPCy5.5 8G12 BD Biosciences 347222 7 

CD38 APCA750 LS198-4-3 Beckman Coulter A86049 1 

CD45 PacO HI30 Invitrogen MHCD4530 5 

CD66c PE KOR-SA3544 Beckman Coulter IM2357U 10 

CD73 PE AD-2 BD Biosciences 550257 20 

CD81 FITC JS-81 BD Biosciences 551108 5 

CD123 PE AC145 Miltenyi Biotec 130-113-326 2 

CD304 PE 12C2 BioLegend 354504 5 

 

O painel de detecção de DRM em LLA-B proposto pelo Euroflow foi desenhado e otimizado 

para avaliação de pacientes em uso de protocolos clássicos de tratamento, usando o CD19 

como marcador primário da célula B. Entretanto, com o uso das terapias-alvo anti-CD19 fez- 

http://www.euroflow.org/


 

 

 

se necessário reavaliar se esta combinação de anticorpos monoclonais também atendia às 

necessidades para correta identificação de células leucêmicas negativas para CD19, situação 

frequente em pacientes sob uso de terapias-alvo direcionadas. Dessa maneira Verbeek e 

colaboradores (2022) desenvolveram uma estratégia alternativa de seleção das células 

leucêmicas no painel de DRM de LLA-B do Euroflow, sem a utilização do CD19 como marcador 

específico de células B. A estratégia demonstrou concordância de 89% com os resultados dos 

testes de validação do painel de DRM de LLA-B, mostrando-se confiável para avaliar pacientes 

tratados com terapias anti-CD19 (Verbeek 2022). Entretanto, é importante ressaltar que, 

embora a estratégia modificada de gating seja adequada para a maioria dos pacientes com 

LLA-B, ela continua sendo um desafio em pacientes LLA-B CD10-negativo submetidos a 

tratamento com terapias-alvo, especialmente se esses pacientes também forem CD34-

negativo, sendo importante o treinamento cuidadoso e cautela particular ao se analisar esses 

casos (Verbeek 2022).O uso de imagens de referência normais, com base no perfil 

imunofenotípico das subpopulações de células B (precursoras e maduras) aliado ao 

conhecimento do imunofenótipo do paciente ao diagnóstico facilitaram a análise de DRM 

(Verbeek 2022). Além disso, a disponibilidade de informações sobre o tipo de tratamento, 

momento da avaliação e resultados de DRM anteriores também contribuem para uma melhor 

interpretação dos arquivos. A figura 1 representa a estratégia sequencial proposta pelo 

Euroflow, para pacientes em uso de terapias anti-CD19 e as figuras 2 e 3 ilustram a estratégia 

de gating utilizando o painel Euroflow 8 cores, sem adição de outros marcadores, para 

detecção da DRM em LLA-B.  

 

 



 

 
 
Figura 1: Estratégia sequencial de gating proposta utilizando o painel Euroflow 8 cores para avaliação de 
pacientes sob uso de terapias anti-CD19. Adaptada de (Verbeek 2022). 
 
 
                                     

RECOMENDAÇÃOI INICIAL: uso de imagens de 
referência de todos os subtipos de células 

normais da medula óssea 
 
 

 
DIAGRAMAS PROPOSTOS PARA ANÁLISE: 

FSC-A / FSC-H 
FSC-A / SSC-A 
CD45 / SSC-A 
CD10 / CD20 
CD34 / CD20 
CD38 / CD45 

Colocar todos os marcadores versus CD10 
Utilizar uma estratégia de separação de cluster: APS (análise de 

componentes principais) ou CA (análise canônica)  
 
 

 
Eliminação de Doublets por FSC-A / FSC-H 

 

 
No dotplot FSC-A / SSC-A selecionar de forma ampla as células 

nucleadas, para exclusão de debris (os gates serão refinados em 
momento posterior, após a identificação das células patológicas  

 

 
Remoção de agregados celulares  

 

 
No dotplot SSC-A / CD10 observar a expressão de CD10 

 
 
 

Seleção de células CD10+/++                                                        Seleção de células CD10- com SSC baixo  
com SSC baixo/intermediário                                                    Checar tanto as populações CD34+ quanto CD34- 
 
 
       Procurar a presença de eventos em                                       Procurar a presença de eventos em cluster 
cluster de células com expressão aberrante                                para distinguir as mesmas de progenitores 
em comparação com precursores de células  
                      B normais mielóides 
 
 
    Distribuição das células no dotplot CD10/CD20 em                                                 SSC baixo 
          combinação com a intensidade de expressão  
                       esperada para CD34 e CD45 
 
 
Procurar a presença de expressão aberrante                                   Procurar a presença de expressão aberrante 
De CD66c/CD123 ou CD73/CD304                                                          de CD66c/CD123 ou CD73/CD304 
 
 
Observar a presença de baixa expressão ou super                    Observar a presença de baixa expressão ou 
expressão de CD38 ou CD81                                                                   super expressão de CD38 ou CD81 
 
                   
                          Aumento de SSC 
 
 
 

Retornar ao gate CD45/SSC-A e FSC-A/SSC-A para selecionar de modo uniforme o  
clustering de células leucêmicas 



 

 
 
 

Figura 2: Estratégia de gating sequencial para avaliação de DRM de LLA-B utilizando o protocolo Euroflow de 8 
cores. Medula óssea em regeneração de precursores de células B.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Figura 3: Estratégia de gating sequencial para avaliação de DRM de LLA-B utilizando o protocolo Euroflow de 8 
cores. (A) Medula óssea de paciente em uso de CAR-T cell 3 meses após infusão. (B) Medula Óssea de paciente 
em uso de CAR-T cell 5 meses após infusão.    

 

 

 

 

 



 

 

 

Em paralelo à estratégia de gates proposta para pacientes em uso de terapias-alvo, uma 

ferramenta de análise semi-automática - Automated Gating & Identification (AGI) foi 

desenvolvida e validada, utilizando os tubos de 8 cores de DRM de LLA-B. A comparação dos 

dados em relação aos níveis de DRM mostrou uma concordância de 83%, sendo importante 

destacar que essa concordância foi independentemente do tipo tratamento recebido 

(quimioterapia ou terapia-alvo). Assim, a AGI é mais uma ferramenta útil que pode facilitar a 

análise de DRM tanto de pacientes em vigência de quimioterapia quanto de terapias-alvo 

contribuindo para uma avaliação mais objetiva e rápida, desde que o profissional tenha 

formação adequada para a correta análise dos dados (Verbeek 2022). 

 

III. PROTOCOLOS PARA DETECÇÃO DE DRM EM LLA-B USANDO MARCADORES 

ALTERNATIVOS EM PAINÉIS DE 8 CORES 

 

Racional: Cherian et al (2016) descreveram uma estratégia para detecção de DRM em LLA-B 
no contexto de terapias alvo anti-CD19 utilizando os marcadores CD22 e CD24, expressos em 
estágios iniciais da ontogenia da  linhagem B para seleção ou gating das células B,  em 
combinação com marcadores de diferenciação dessa linhagem (CD10, CD20, CD34, CD38, 
CD58 e CD45), porém expressos de forma aberrante nas células residuais clonais da LLA-B , 
conforme previamente descrito (Theunissen  2017a,  Sedek  2019). A composição do painel 
encontra-se na Tabela 2. A estratégia de análise, após exclusão de doblets/debris, inclui o gate 
inicial no compartimento de células B, utilizando a expressão positiva CD22 ou CD24 sem a 
expressão de CD66b (usado para excluir os neutrófilos – CD24 positivo e basófilos CD22 
positivo). Esse gate primário de células B é utilizado como ponto de partida para detecção de 
DRM usando a estratégia de “diferente do normal”, seguindo a análise das demais 
combinações de parâmetros (Cherian 2016) como ilustrado nas figuras 4 e 5.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
Tabela 2: Reagente utilizados na estratégia proposta por Cherian et al, 2018  

 
 

Tubo BV421 A594 FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC APC-H7 

Tubo padrão para detecção de DRM  

1 - CD38 CD20 CD10 CD34 CD19 CD58 CD45 

Estratégia para terapia alvo anti -CD19 

2 CD10 CD38 CD66b CD22 CD34 CD20 CD24 CD45 

 
 

Marcador Fluorocromo Clone Fabricante 

CD10 PE HI10a BD Biosciences 

CD10 BV421 HI10a BioLegend 

CD19 PECy7 J3-119 Beckman Coulter 

CD20 FITC L27 BD Biosciences 

CD20 PE-Cy7 B9E9 (HCR20) Beckman Coulter 

CD22 PE eBio4KB128 e-Bioscience 

CD24 APC ALB9 Beckman Coulter 

CD34 PerCPCy5.5 8G12 BD Biosciences 

CD38 A594 HB-7 BD Biosciences 

CD45 APC-H7 2D1 BD Biosciences 

CD58 APC AiCD58 Beckman Coulter 

CD66b FITC 80H3 Beckman Coulter 

Abreviações: BV, Brilhante Violeta; FITC, Fluoresceína isotiocianato; PE, ficoeritrina; PerCP, proteína peridinina 
chlorophyll; Cy, cyanina; A Alexa-Fluor; APC, aloficocianina; BD, Becton Dickinson (BD Biosciences, San Jose, CA); 
BC, Beckman-Coulter (Fullerton, CA); BioLegend (San Diego, CA), (fonte: Cherian et al, 2016) 

 
Como estratégia alternativa, o serviço de citometria de fluxo do Hospital da Criança de Brasília 

José Alencar, vem validando duas abordagens para monitorar a DRM em pacientes após 

terapia com Blinatumomab: o painel padronizado e validado do consórcio EuroFlow 

(Theunissen 2017a) e um painel com a combinação de 2 tubos (8 cores) adicionais baseando-

se na estratégia proposta por Cherian et al (2016) que inclui os marcadores CD22 e CD24 com 

adaptações na configuração do painel, além  da inclusão do cyCD79a como terceiro marcador 

precoce  na diferenciação de linhagem B (Dworzak 1998, Mikhailova 2022 a) conforme mostra 

a tabela 3.   Com a inclusão desses marcadores alternativos tais como, CD22, CD24 e CD79a,  



 

 

 

os precursores B CD19 negativos podem ser identificados com o imunofenótipo de CD22 forte, 

CD79a, CD24 negativo, CD34, CD38, CD10 heterogêneo, CD20 fraco a heterogêneo (Cherian 

et al, 2016; Mikhailova et al 2022a) (figura 4) 

Figura 4: Estratégia de gating usando CD22 e CD24 positivos e CD66b negativo, além do cyCD79a para 
identificação de células B precoces normais, CD19 negativas (verde claro), momento de avaliação D+30 pós 
transplante. 

 

Células progenitoras normais CD19 negativo 

 

O reconhecimento das células progenitoras normais CD19 negativas é importante para que 

não sejam erroneamente interpretadas como doença residual. Além da existência em 

medulas normais, essas células podem estar proporcionalmente aumentadas pós terapia 

anti CD19.  

Foram descritas duas populações de células progenitoras com expressão de CD22, sem 

expressão de CD19 ou CD24. Uma delas com o seguinte imunofenótipo: CD22 fraco, CD34 

forte e CD38 intermediário, sem expressão de CD10, CD20 ou CD24. A outra apresenta o 

seguinte imunofenótipo: CD10 variável, CD20 fraco, CD22, CD34 e CD38 intermediário, sem 

expressão de CD24 (Chen 2023). 

Além do fenótipo diferente do encontrado em progenitoras CD19 positivas em relação a 

antígenos relacionados à maturação linhagem B, essas células também podem apresentar 

diferenças imunofenotípicas em relação a antígenos usualmente utilizados para identificação  



 

 

 

de imunofenótipo associado a leucemias (LAIP). Segundo Li e colaboradores, as células 

progenitoras CD19 negativas são CD9 negativas e podem apresentar expressão fraca de 

CD13 e de CD58 (Li et al, 2023).   
 
 
 
 
 

Figura 5: Estratégia de gating usando CD22 e CD24 positivos e CD66b negativo, além do cyCD79a para 
identificação de células B precoces normais (CD19+) em verde e células clonais residuais (DRM+ 0,17%) em 
vermelho, momento de avaliação D34 pós uso de Blinatumomab. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
Tabela 3: Painel de anticorpos em validado no Hospital da Criança de Brasília (dados não publicados) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

Abreviações: BV, Brilhante Violeta; FITC, Fluoresceína isotiocianato; PE, ficoeritrina; PerCP, proteína peridinina 
chlorophyll; Cy, cyanina; A Alexa-Fluor; APC, aloficocianina; BD, Becton Dickinson (BD Biosciences, San Jose, CA); 
BC, Beckman-Coulter (Fullerton, CA); BioLegend (San Diego, CA), (adaptado de Sindhu Cherian et al, 2018). 

 
 

Nota: deve-se ter cuidado ao utilizar CD22 e CD24 para identificação das células B porque 
podem ser incluídas células dendríticas, mastócitos e basófilos no gate, que expressam CD22, 
podendo levar a uma interpretação errônea da DRM (Cherian 2016, Mickailova 2022 a,b). 
Deve-se ter cuidado no momento da escolha do clone de CD22. O clone SJ10 tem menor 
ligação a basófilos e a células dendríticas quando comparado ao S-HCL-1, portanto é o mais 
apropriado para avaliação de DRM em LLA-B (Gao, 2023). Outro aspecto é que a progenitora 
B mais precoce expressa CD22 fraco e CD24 mais forte, invertendo essas intensidades de 
expressões durante o processo maturativo. Dessa forma o gate em CD22 pode não ser preciso. 
Ainda necessário ressaltar que em LLA-B Ph1+ e com rearranjos KMT2A as expressões de CD22  
 

Tubo BV421 
Krome 

Orange 
FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC APC-H7 

Estratégia para terapia alvo anti -CD19 

1 CD10 CD45 CD66b CD22 CD34 CD19 CD24 CD38 

Tubo padrão para detecção de DRM 

2 CD10 CD45 CD20 CD22 CD34 CD19 cyCD79a CD38 

Marcador Fluorocromo Clone Fabricante µl/teste 

CD10 BV421 HI10a Beckman Coulter 3 

CD19 PECy7 J3-119 Beckman Coulter 3 

CD20 FITC Bp35 Beckman Coulter 5 

CD22 PE SJ10.1H11 Beckman Coulter 5 

CD24 APC ALB9 Beckman Coulter 5 

CD34 PerCPCy5.5 8G12 BD Biosciences 10 

CD38 APC-H7 LS198-4-3 Beckman Coulter 3 

CD45 Krome Orange 2D1 Beckman Coulter 7 

CD66b FITC 80H3 BioLegend 5 

cyCD79a APC HM57 ou 

HM47 

Exbio ou 

Beckman Coulter 

7 ou 5 



 

 
 
 
e ou CD24 podem estar reduzidas ou ausentes, não sendo bons marcadores para seleção da 
população de células B (Cherian 2016, Mickailova 2022 a,b) 
 
 

IV. PROTOCOLO PARA DETECÇÃO DE DRM EM LLA-B USANDO MARCADORES 

ALTERNATIVOS EM PAINÉIS DE 10 e 11 CORES 

Recomendações para painel de 11 cores para DRM em LLA-B pós terapias com CART19 e 
Blinatumomab 
Racional: estudo realizado por Mikhailova et al (2022a) recomendaram o uso de marcadores 
precoces de linhagem B, expressos em alta frequência nas LLA-B (> 95% dos pacientes). Dessa 
forma recomendaram o uso de CD10, CD22, CD24 e CD79a citoplasmático para seleção das 
células B, alternativos ao CD19. Usando essa estratégia, as células B precoces CD19 negativas 
normais também são detectadas, e como se encontram expandidas pós terapias anti-CD19, 
podem ser interpretadas como doença residual (Mikhailova 2021), devendo o citometrista ter 
conhecimento sobre a ontogenia B normal para analisar esses casos. O painel proposto 
encontra-se na tabela 4, incluindo o marcador Syto 41 para avaliação de viabilidade celular e 
quantificação das células analisadas. 
 
Tabela 4: Painel de DRM em LLA-B de 11 cores e informações técnicas dos reagentes utilizados. Adaptado de 
Mikhailova et al (2022a) 
 

Tubo FITC PE 
PE-

CF594 

PerCP

Cy5.5 

PE-

Cy7 
APC A700 

APC- 

Cy7 

 

SYTO
41 

 BV510 BV768 

1 CD58 CD22 CD10 CD20 CD19 cyCD79a CD34 CD45   CD38 CD24 

 
 

Marcador Fluorocromo Clone 

CD10 PE-CF594 HI10a 

CD19 PECy7 SJ25C1 

CD20 PerCPCy5.5 CL27 

CD22 PE S-HCL-1 

CD24 BV768 ML5 

CD34 A700 8G12 

CD38 BV 510 LS198-4-3 

CD45 APC-Cy7 C2D1 

CD58 FITC 1C3 (AICD58.6) 

cyCD79a APC HM47 

SYTO41   

 
 



 

 

 

 

Nessa proposta, o CD22 e o cyCD79a são os marcadores de escolha para substituir o CD19 se 

ambos tiverem expressões fortes nas células leucêmicas, mas seguir com o gate em apenas 

um deles caso um dos dois não esteja totalmente expresso. Se ambos não forem totalmente 

expressos nas células leucêmicas antes do início da imunoterapia, a seleção inicial das células 

B deve ser feita usando CD10 ou CD24, refinando o gate por CD45 x SSC para exclusão de 

granulócitos, que também expressam esses marcadores, porém essa estratégia foi necessária 

em <2% dos casos(Mikhailova 2022b). Após a seleção inicial das células B, os blastos residuais 

serão identificados de acordo com os LAIPs presentes ou com a estratégia de “diferente do 

normal”. 

Os autores propõem o algoritmo abaixo para análise de DRM em LLA-B pós terapia anti-

CD19, utilizando a estratégia descrita (figura 6) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Estratégias de gate usando CD22 e cyCD79a. Modificada de Mikhailova et al. Cancers 2022, 14,5445. 
https://doi.org/10.3390/ cancers14215445 



 

                                                                                                                                       

 
Um exemplo usando gate nas células CD34+ e marcadores alternativos para LLA B CD 10 

negativo encontra-se na figura 7 

 
 
Figura 7: Exemplo de DRM de LLA-B pós tratamento com Blinatumumab. Nota-se que o blasto linfóide B não tem expressão de CD10, CD20 

ou CD24, perdeu a expressão de CD19, tem expressão fraca de CD22 e expressão clara de CD79a citoplasmático, a qual assegura a  definição 

da linhagem desta célula. 

 
Recomendações para painel de 10 cores para DRM em LLA-B, incluindo pós terapias com 
CART19 e Blinatumomab 
Outra estratégia, ainda não publicada, mas apresentada pelo professor Brent Wood no 

Simpósio do GBCFLUX em abril de 2023, vem sendo utilizada pelo grupo dele no Childrens 

Hospital de Los Angeles para detecção de DRM em LLA-B, que contempla detecção após 

tratamento alvo com anti-CD19. Essa estratégia foi baseada nos protocolos COG, CART, FNIH 

e Euroflow. O racional para essa estratégia:  

✓ utilizar CD19, CD22 e CD24 de rotina para identificação das células B 

✓ consolidação dos reagentes do protocolo COG para tubo único 

✓ adicionar novos reagentes para aumentar a sensibilidade em time points mais tardios  

✓ aquisição de 4 milhões de eventos de rotina 

✓ adição de um tubo simplificado contendo CD16, usado como denominador para cálculo de 

hemodiluição, com marcador de viabilidade (Syto16) 

✓  a sensibilidade validada foi de 0.001% 



 

 

Na tabela 5 encontra-se a composição do painel proposto. 
 
Tabela 5: painel de 10 cores para detecção de DRM em LLA-B pós terapias anti-CD19* 
 

Tubo FITC PE PerCPCy5.5 PE-Cy7 APC APC-H7 BV421 BV510 BV605 BV711 

1 CD9 CD10 CD34 CD19 CD58 CD45 CD20 CD38 CD24 CD22 

2 CD81 CD304 CD123 CD19 CD10 CD45 CD73 
CD13  

CD33 

CD24 CD22 

Denominador Syto16 - - - - CD45 CD16 - - - 

* não informados clones e fabricantes 
 

Finalmente é importante salientar que as recidivas precoces pós terapias anti-CD19 podem 
ocorrer com switch de linhagem para leucemia mieloide aguda, geralmente de linhagem 
monocítica, mais frequente em pacientes portadores de LLAB com rearranjos de KMT2A 
(Cherian 2016, Mikhailova 2022a). Dessa forma á importante que o citometrista fique atento 
às alterações fenotípicas como células blásticas maiores que não expressam CD19 e CD10 e 
expressam marcadores mieloides. Na figura 8 um exemplo de switch de linhagem de LLA B 
para LMA monoblástica 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8: Switch de linhagem de LLA B com rearranjo KMT2A após 8º dia de uso de Blinatumomab. Todos os marcadores de linhagem B 
negativos (CD19, CD20, CD22, CD24, cyCD79a), ausência de  expressões de CD10 e de CD34, expressão de marcadores mieloides (CD13, 
CD15+CD65, CD64, CD123) e de marcadores anômalos CD56 e NG2 (associado ao rearranjo molecular)  . 
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