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RESUMO: A detecção precoce de recaída pós-transplante de medula óssea é essencial
para o sucesso das intervenções terapêuticas, como a infusão de linfócitos do doador. Na pri-
meira parte desta revisão, são discutidos os principais métodos de detecção de doença residual
mínima em pacientes transplantados para neoplasias hematológicas: citogenética convencio-
nal, hibridização “in situ” e reação em cadeia da polimerase (PCR). Na segunda parte, é discuti-
da a aplicação desses métodos em pacientes transplantados para leucemia mielóide crônica
ou leucemia  aguda. Finalmente, avalia-se a análise de quimerismo pós-transplante, como
método de detecção de doença residual mínima.
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1. INTRODUÇÃO

Apesar dos significativos avanços obtidos no
tratamento das neoplasias hematológicas com o trans-
plante de medula óssea, a recaída da doença pós-trans-
plante continua sendo um empecilho importante para
a obtenção da cura(1). Assim, métodos que possam
detectar células tumorais residuais ou recaídas preco-
ces, sem manifestação clínica, têm sido empregados
amplamente na tentativa de se instituir a terapêutica
adequada o mais precocemente possível.

Uma primeira questão importante refere-se à
definição de remissão, quando tratamos de neoplasias
hematológicas. É sabido que, mesmo com reduções
significativas da massa tumoral, da ordem de 3 logs,
podemos ter ainda em torno de 109 células tumorais
no organismo. Uma neoplasia com 1 cm (tumores ra-
ramente detectáveis) contém em torno de 109 células,

sendo que um tumor letal é apenas 3 logs maior, ou
seja, contém em torno de 1012 células.  A quimiotera-
pia elimina as células tumorais em frações do número
total de células, ou seja, elimina 90% ou 99% ou 99,99%
das células. Supondo um tumor de 1011 células ao diag-
nóstico, utilizando-se um quimioterápico com capaci-
dade de eliminar 99,99% das células, ainda restariam
108 células tumorais. O limite de detecção clínica de
um tumor gira em torno de 109 células, significando
que o  tumor residual com 108 células, não seria de-
tectado, apesar do número grande de células resi-
duais(1). Desta maneira, torna-se fundamental o em-
prego de métodos mais sensíveis para que se possa
detectar  número menor possível de células. Assim, a
doença residual mínima (DRM) pode ser defini-
da como o limite mínimo  de detecção de doen-
ça, em pacientes em remissão clínica completa,
quando avaliados pelos métodos disponíveis(2) .
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2. MÉTODOS PARA A DETECÇÃO DE
DOENÇA RESIDUAL MÍNIMA (DRM)

O exame de rotina, normalmente empregado
para a detecção ou a definição de remissão em leuce-
mias, é a análise morfológica da medula óssea. Os
critérios aceitos são os de menos de 5% de blastos
em medula óssea com a normalização do sangue peri-
férico. É um  valor arbitrário, que pode, teoricamente,
estar associado a uma concentração de células
tumorais residuais de 1010. O  exame não tem a capa-
cidade de prever a recaída, sendo apenas capaz de
diagnosticá-la, quando ocorre. Outros exames mais
sensíveis, comumente utilizados, são os da citogenética
convencional, a imunofenotipagem, a hibridização
fluorescente in situ (FISH – fluorescent in situ
hibrydization) e os métodos moleculares, em espe-
cial o PCR (polymerase chain reaction). A Tabela I
descreve a sensibilidade de cada um dos métodos:

Portanto, para que se possa utilizar tal método,
é preciso que a doença tenha um marcador conhecido
ao diagnóstico. A vantagem da citogenética é que ela
é capaz de detectar alterações clonais, estruturais e
numéricas, e, quando presentes, mesmo em um núme-
ro pequeno de células, apenas duas a três metáfases
serão suficientes para determinar um clone neoplási-
co. Outra vantagem é que a citogenética poderá de-
tectar alterações clonais novas, ou seja, evoluções
clonais. A desvantagem principal do método, como fer-
ramenta para a detecção de DRM, é sua baixa sensi-
bilidade e a necessidade de um preparado citogenético
adequado (qualidade das metáfases), o que nem sem-
pre é fácil de se obter. Além disto, é preciso que um
número grande de metáfases seja analisada para que
se possa afirmar, com certeza, que não há células tu-
morais residuais. A necessidade de utilizar-se medula
óssea e não sangue periférico para essas análises tam-
bém o torna um método mais invasivo.

Inicialmente, muito utilizada para a detecção de
recaída em pacientes submetidos a transplante de
medula óssea por leucemia mielóide crônica e para
avaliação de quimerismo pós-TMO, quando o pacien-
te e o doador eram de sexo oposto, a citogenética con-
vencional foi quase que totalmente substituída por téc-
nicas mais sensíveis, como o FISH e métodos mole-
culares. Mas, mesmo assim, em pares de paciente-
doador de sexos opostos e em doenças com altera-
ções citogenéticas conhecidas, a citogenética pode,
ainda, trazer informações e auxílio importantes.

2.2. Hibridização fluorescente in situ (FISH)

Tal método veio possibilitar a análise de cro-
mossomos em metáfase e em intérfase, não necessi-
tando obrigatoriamente de que as células estejam em
divisão. É realizado através da hibridização do prepa-
rado cromossômico com sondas específicas, tanto para
regiões de quebra quanto para cromossomos inteiros.
As sondas são, normalmente, marcadas com biotina
ou digoxigenina, que podem, então, ser detectados com
anticorpos conjugados com corantes fluorescentes.
Para a detecção de translocações, são normalmente
utilizadas duas sondas, uma para cada cromossomo
envolvido, marcadas com moléculas distintas para pro-
duzir cores diferentes (Figura 1).

A grande vantagem do FISH é a possibilidade
de se analisar um número grande de células rapida-
mente e de se identificar alterações estruturais por
vezes não vistas na citogenética convencional. Princi-
palmente na leucemia mielóide crônica, justaposições

Tabela I - Sensibilidade dos métodos de detecção
de Doença Residual Mínima.

Método Sensibilidade

Citologia

Citogenética Convencional

FISH

Imunofenotipagem

PCR

5%

1 – 5%

1%

0,1 – 1%

0,0001 – 0,1%

2.1. Citogenética convencional

Alterações citogenéticas ocorrem em até 70%
das leucemias mielóides agudas e em  80% dos casos
de leucemia linfóide aguda. Nos casos de doenças mie-
loproliferativas e síndromes mielodisplásicas, a porcen-
tagem de casos com alterações cariotípicas é ainda
mais elevada. A maioria dessas alterações são recor-
rentes e associadas a um tipo morfológico e específi-
co de leucemia e, no caso das doenças mieloprolifera-
tivas, na verdade,  o achado da alteração citogenética,
normalmente, é essencial para a definição diagnósti-
ca. A análise citogenética de rotina, no diagnóstico de
pacientes portadores de leucemias, principalmente as
leucemias agudas, define subgrupos prognósticos na
dependência da alteração cromossômica encontrada(3).
Assim, estudos antigos já demonstravam o desapare-
cimento da alteração citogenética após o tratamento e
o seu reaparecimento com a recaída(4).
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bcr/abl não usuais podem ser identificadas com esse
método. As desvantagens consistem em ser um mé-
todo caro e na necessidade de se conhecer a altera-
ção subjacente e  ter à disposição sondas específicas
para cada uma das alterações; sua sensibilidade é re-
lativamente baixa, em torno de 1 a 5%. Tem a limita-
ção também de uma marcação inespecífica de fundo,
que resulta em proporção variável de falsos positivos,
dependendo do sistema de detecção utilizado. Tam-
bém os resultados falso-negativos, por hibridização ine-
ficaz(5), explicam as discrepâncias nos resultados ob-
tidos em diferentes laboratórios. Tem ainda a desvan-
tagem adicional de não ser capaz, na maioria das ve-
zes, de identificar evoluções clonais.

Todos esses fatores devem ser sempre lembra-
dos, ao considerarmos o FISH como método para a
detecção de DRM. Mas, quando disponível, certamente
pode e deve substituir a citogenética convencional na
detecção da DRM, lembrando que sua sensibilidade
pode chegar, no máximo, a 0,6%(6). O papel da
citogenética nesta era molecular foi bem discutido em
uma revisão de Harrison(7), na qual a autora ressalta a
importância de se conhecerem as limitações e vanta-
gens de cada método para poder utilizá-los em con-
junto. O fato de a metodologia do FISH estar sendo
aperfeiçoada intensamente, para poder torná-lo cada
vez mais sensível, deverá, em breve, aproximá-lo dos
métodos moleculares.

2.3. Citometria de fluxo

Tal metodologia, que é capaz de detectar célu-
las residuais por meio de métodos imunológicos;  mui-
to utilizada no diagnóstico de neoplasias hematológi-
cas, sempre teve o inconveniente, quando utilizado para
a detecção de DRM, de possuir número limitado de
anticorpos capazes de identificar antígenos tumorais
específicos, o que se deve ao fato de a grande maioria
dos antígenos se expressarem também nas células nor-
mais. Apesar de o fenótipo das células tumorais ser
normalmente idêntico ao das células normais, algu-
mas células, principalmente aquelas com transloca-
ções que produzem proteínas de fusão, podem produ-
zir proteínas anômalas que podem servir de marcado-
res tumorais. Alguns anticorpos monoclonais contra
proteínas quiméricas já foram descritos(8).

As estratégias imunológicas, porém, até o mo-
mento, são baseadas em marcações duplas ou triplas
(dois ou três antígenos ao mesmo tempo), a fim de se
identificarem “fenótipos tumorais”. A expressão dos
antígenos pode estar alterada tanto quantitativa quan-
to qualitativamente, ou de ambos os modos, possibili-
tando dois tipos de análises. A alteração qualitativa
pode também diferenciar blastos normais de leucêmi-
cos. A informação, sem dúvida, mais importante quan-
do tentamos detectar células residuais por imunofe-
notipagem, é a do perfil fenotípico da célula neoplásica
ao diagnóstico(8).

Mesmo com a vantagem de poder dar resulta-
dos em pouco tempo (algumas horas), a citometria de
fluxo não tem sido um método muito empregado para
a detecção de DRM pós TMO(9),  principalmente pela
baixa sensibilidade e pela necessidade de se utilizar
uma combinação de vários anticorpos a fim de ser
capaz de detectar um fenótipo aberrante, algo que
exige uma capacitação técnica importante. Entretan-
to, na detecção de doença residual mínima para leu-
cemias agudas linfóides e mielóides após quimiotera-
pia convencional, ele tem sido uma ferramenta útil de
complementação diagnóstica(8,10 ,11).

2.4. Polimerase Chain Reaction � PCR

Entre os métodos moleculares, sem dúvida, o
mais sensível é o capaz de amplificar material genéti-
co, tanto DNA quanto RNA, a partir de sangue peri-
férico ou MO, ou seja, o PCR. Outros métodos, como
o Southern blot, que já foram utilizados no passado
para a detecção de DRM, foi abandonado, por se tra-
tar de  técnica extremamente trabalhosa, que requer
marcação radioativa das sondas e tem baixa sensibili-

Figura 1: Detecção da translocação (9;22) por método de FISH.
A sonda que marca o cromossomo 9 aparece em vermelho
(superior central)  e a que marca o cromossomo 22, em verde
(mediano direito). Na translocação, ambos os sinais aparecem
unidos (Ph), enquanto o cromossomo identificado por “der 9” é o
produto não oncogênico da translocação recíproca.
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dade (1 a 5%). Com o PCR, é possível amplificar uma
região específica do genoma, sendo preciso, para tal,
conhecer, pelo menos, as regiões próximas à região
de interesse para que se possam construir os iniciado-
res da reação de amplificação, ou seja, os “primers”.
Se a quebra na região a ser estudada estiver localiza-
da em uma região pequena do gene, ela pode ser de-
tectada a partir da amplificação do DNA. Caso os
pontos de quebra estiverem dispersos por uma região
grande do DNA, é necessário que seja  feita a ampli-
ficação do gene já transcrito, ou seja, RNA. Em um
primeiro passo, é transcrito o RNA para cDNA com
a transcriptase reversa e, em seguida, amplifica-se o
cDNA. O método é conhecido como RT-PCR
(reverse transcriptase PCR). A reação pode, tam-
bém, ser feita em uma amplificação única com ape-
nas um par de primers, ou ser feita em dois passos de
amplificação, utilizando-se dois pares de primers di-
ferentes, o segundo par reconhecendo uma região mais
interna, tornando a reação mais específica e mais sen-
sível (Figura 2). Com tal  metodologia, conhecida como
nested PCR, uma célula tumoral poderá ser reconhe-
cida entre 105 a 106 células normais. Sendo um méto-
do extremamente sensível, cautela máxima precisa ser
tomada no laboratório para evitar contaminações e,
desta forma, evitar obter resultados falsos-positivos.
Assim, o PCR tem a desvantagem de necessitar de
aparato laboratorial adequado e pessoal técnico trei-
nado. Também é capaz de identificar, nas amplifica-
ções rotineiras, apenas seqüências já conhecidas para
as quais primers estejam disponíveis.

O PCR poderá ser apenas qualitativo , ou seja,

P1 P2
                    P3 P4

Figura 2:  Princípio do PCR e  do nested  PCR. Veja o texto para maiores explicações.

apenas indicar a presença ou ausência de determina-
da alteração molecular, ou quantitativo , estimando a
concentração de DNA ou o número de seqüências
transcritas, no caso de RNA. A quantificação das
seqüências amplificadas pelo PCR pode ser realizada
por dois métodos principais: o PCR competitivo e o
real-time PCR. No PCR competitivo, um competi-
dor interno é preparado para cada gene que se queira
estudar. A amostra e o competidor são amplificados
na mesma reação e produzem seqüências de tama-
nhos diferentes, que podem ser identificadas em uma
eletroforese em gel de agarose. Assim, conhecendo a
concentração do competidor e fazendo reações com
diluições seriadas, a concentração da amostra poderá
ser estimada(12). O real-time  PCR(13)  tem como prin-
cípio estimar a quantidade de produtos do PCR na
medida em que eles forem sendo sintetizados, dife-
rentemente do PCR competitivo, que estima a con-
centração do produto final da amplificação. A padro-
nização do PCR quantitativo e competitivo, com as
suas diluições seriadas e a necessidade de um com-
petidor, traz, por vezes, dificuldades metodológicas. O
inconveniente do real-time PCR é que necessita de
equipamento próprio que permita a detecção de fluo-
rescência, equipamento ainda caro para poder se trans-
formar, apesar de seus excelentes resultados, em mé-
todo de escolha recomendado para todos os laborató-
rios. Mas, apesar das limitações de ambos os méto-
dos, como o PCR quantitativo nos dá informações mais
precisas a respeito do número de células tumorais re-
siduais e a cinética das mesmas, se estão diminuindo
ou aumentando em número, recomenda-se que,
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para a avaliação de DRM, sejam empregados
métodos quantitativos e não qualitativos. Em vá-
rias situações, é sabido que a detecção apenas quali-
tativa de seqüências anômalas pelo PCR, mesmo a
t(9;22) da LMC ou as translocações encontradas nas
leucemias mielóides agudas, como t(8;21), inv16,
t(15;17) ou das leucemias linfóides agudas t(4;11), pode
ocorrer após o TMO sem ter relação direta com a
recaída.

No caso da leucemia mielóide crônica e das
leucemias agudas que apresentam ao diagnóstico al-
terações cromossômicas estruturais, principalmente as
translocações, a identificação das alterações e a
detecção das mesmas, nas diferentes fases do trata-
mento, tem trazido informações úteis para o clínico.
Nas leucemias linfóides agudas, nas quais não ocor-
rem comumente alterações estruturais, o rearranjo
gênico específico, que o clone neoplásico apresenta,
pode ser utilizado como marcador tumoral(2). Os linfó-
citos, durante seu desenvolvimento, aproximam genes
das regiões constante, variável e juncional (joining),
a fim de produzir uma seqüência gênica mais curta,
diferente de sua configuração não rearranjada. Tal
rearranjo, VDJ, que é único para cada linfócito, pode,
então, ser utilizado como o marcador específico da-
quela leucemia. Assim, podem ser construídos primers
ou sondas específicas para cada rearranjo VDJ e uti-
lizados em fase de remissão clínica para a detecção
de DRM. Esse método, porém, apesar de  ter se de-
monstrado muito útil no seguimento de crianças com
leucemia linfóide aguda(14), é um método trabalhoso e
exige que se construam sondas ou primers específi-
cos para cada paciente(15).

2.5. Conclusão

O aspecto mais importante, na avaliação da
DRM, é lembrar que cada método de detecção possui
sua sensibilidade específica, suas vantagens e suas
desvantagens, que devem ser consideradas pelo clíni-
co que acompanha os pacientes, antes de guiar sua
decisão terapêutica na dependência de um ou outro
resultado. Infelizmente, os estudos de avaliação de
DRM, em sua maioria, são compostos por número
pequeno de casos utilizando-se sempre de uma ou
outra abordagem. Raros são os trabalhos(6,16) que com-
pararam, de forma sistemática, diferentes metodolo-
gias,  trazendo uma dificuldade adicional na escolha
de um ou outro método. Talvez o melhor seja considerá-
los como métodos complementares e não substitutos
uns dos outros, levando em consideração as vanta-
gens de cada um.

3. SIGNIFICADO DA DRM NO PACIENTE
SUBMETIDO A TRANSPLANTE DE ME-
DULA ÓSSEA

3.1. O paciente com Leucemia Mielóide Crôni-
ca (LMC)

Tal  patologia constitui-se em um modelo clíni-
co de detecção e seguimento molecular de uma doen-
ça neoplásica. Ela foi a primeira leucemia à qual foi
associada uma alteração cromossômica específica, o
cromossomo Filadélfia (Ph)(t9;22)(q34;q11)(17) .  Essa
translocação resulta na formação de dois genes qui-
méricos, o bcr/abl, no cromossomo 22, e o abl/bcr, no
cromossomo 9(18). O bcr/abl é transcrito, na maioria
dos casos de LMC, em uma proteína de fusão de 210
KD com  atividade tirosinoquinase desregulada. Um
fator prognóstico muito importante na LMC é a dimi-
nuição da carga tumoral que pode ser avaliada pela
resposta hematológica (número de glóbulos brancos),
resposta citogenética (número de metáfases Ph, posi-
tivas, residuais) e pela resposta molecular. Todos os
métodos descritos no item 2 são, ou certamente já fo-
ram algum dia, utilizados no seguimento de pacientes
submetidos a transplante de medula óssea. Os méto-
dos citogenéticos, convencionais ou FISH, mesmo com
os problemas metodológicos apontados acima baixa
sensibilidade, custo elevado e chance de resultados
tanto falsos-positivos quanto falsos-negativos, ainda
têm sido empregados na detecção de DRM. Porém, o
valor da citogenética, como método capaz de detectar
precocemente a presença de DRM, é limitado nesta
doença(19/22).

Com o desenvolvimento dos métodos molecu-
lares, surgia a possibilidade de identificar quantidades
mínimas de células tumorais residuais. Os primeiros
resultados, porém, utilizando-se o PCR, que busca-
ram definir o significado da presença de células tumo-
rais residuais, em remissão clínica completa, foram
inconsistentes(23,24). As inconsistências encontradas
foram devidas, principalmente, ao número pequeno de
casos e ao fato de os mesmos serem constituídos de
populações muito distintas, tratamentos diversos e,
principalmente, constituídos de diferentes protocolos
de amplificação do próprio PCR. Dois dos trabalhos
com maior número de casos, ambos publicados em
1995, foram os de Radich et al.(25) e de Pichert et al.(26).
O primeiro avaliou 634 amostras colhidas entre três e
199 meses pós-TMO de 346 pacientes.  Os autores
demonstraram que a positividade do bcr/abl até três
meses pós-TMO não se correlacionava com a recaí-
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da, já se o PCR fosse positivo entre seis e 12 meses
pós-TMO,  era, estatisticamente, relacionado à reca-
ída. O risco relativo de recaída dos pacientes com PCR
positivo era de 26,1. Pichert et al., analisando 480
amostras de 92 pacientes, sendo 48 transplantes com
depleção de células T e 44 sem depleção, demonstra-
ram, além do papel da doença residual como fator de
risco de recaída, também o papel imunológico da rea-
ção enxerto-versus-leucemia: em 80% dos pacientes
submetidos à  depleção de células T, encontrava-se o
bcr/abl entre os meses seis e 24 pós-TMO, enquanto
que, em apenas 25% dos transplantes realizados sem
depleção de células T, era identificada a DRM. As-
sim, os métodos qualitativos, e mesmo os primeiros
quantitativos, sugeriam que a positividade precoce pós-
TMO não tinha relação direta com a recaída(27). A
importância de análises seriadas mais constantes e o
papel da detecção precoce do bcr/abl em relação à
recaída foi descrita por Olavarria et al.(28), que, estu-
dando amostras a cada três meses pós-TMO, demons-
trou que a positividade, já aos três meses, quando ana-
lisada por PCR quantitativo, tinha correlação estatisti-
camente significativa com recaída.

Com a possibilidade de se tratarem as recaídas
pós-TMO com infusão de linfócitos do doador(29), era
necessário determinar, com segurança e o mais pre-
cocemente possível, a recaída, para obter a melhor
resposta terapêutica. Métodos menos sensíveis, mes-
mo citogenéticos, quando detectam células tumorais,
muitas vezes, não propiciam intervenções terapêuti-
cas para evitar a recaída hematológica. Era, portanto,
necessário utilizar os resultados de PCR para a toma-
da de decisões clínicas. A discussão da utilização dos
dados de PCR para a tomada de decisões terapêuti-
cas foi, assim, publicamente aventada em 1999(31/34) e
suscitou ampla discussão. Faderl et al.(30) apontaram
vários dos problemas metodológicos que envolviam
método diagnóstico tão sensível, afirmando que, na li-
teratura, ainda não havia dados suficientes para se
dizer, com certeza, se doença residual persistente era
capaz de predizer a recaída, e alertando para o risco
de se tomarem decisões terapêuticas, baseando-se no
resultado do PCR. Havia, na maioria dos estudos, ca-
sos persistentemente positivos que não recaíam. Com
métodos de quantificação cada vez mais sensíveis, pro-
vavelmente não restariam, em breve, pacientes PCR
negativos e um limiar deveria ser definido, acima do
qual a possibilidade de recaída devesse ser tratada. A
questão levantada por Faderl e seus colaboradores re-
cebeu várias respostas(31,32,33), em sua maioria, refu-

tando a cautela do mesmo e afirmando que decisões
clínicas deveriam, sim, ser tomadas, tendo como base
o PCR quantitativo.

A falta, porém, até o momento, de uma melhor
padronização e, principalmente, uniformização dos
protocolos de PCR quantitativo, não permite ainda que
se defina o limiar acima do qual pacientes com LMC
devam ser submetidos a terapêutica adicional. Mes-
mo assim, algumas tentativas de estabelecer critérios
baseados no PCR já foram publicadas(34,35). Com a
introdução do real-time PCR, talvez tenhamos, nos próxi-
mos anos, uma melhor padronização e definição para
a questão crucial: o que significa manter células bcr/
abl no organismo? Outro dado interessante é a obser-
vação de que pacientes que  apresentam o bcr/abl
pelo FISH muitos anos após o TMO apresentam, por
vezes, bcr/abl negativos pelo PCR(21,36). Esse fato po-
deria ser explicado pela presença da alteração estru-
tural no DNA sem, porém, ocorrer transcrição do
mesmo para o RNA.

Assim, ainda não existe um número aceito de
células residuais acima do qual se recomenda o trata-
mento do paciente. Podemos dizer, de forma geral,
quando um método quantitativo de PCR é emprega-
do, que: 1) pacientes que eram bcr/abl negativos e
passam a ser bcr/abl positivos devem receber trata-
mento, 2) pacientes cujo nível de transcrição seja alto
são fortes candidatos à recaída da doença e, 3) na-
queles nos quais há baixos níveis de transcrição, ou
níveis que estejam diminuindo, o risco de recaída é
extremamente baixo.

3.2. O paciente com leucemia aguda

O papel da DRM, em crianças portadoras de
leucemia linfóide aguda, já está bem estabelecido na
literatura e vários trabalhos demonstraram  sua rela-
ção com a recaída da doença. Assim, há, nesse
subgrupo de pacientes, estudos extensos, empregan-
do metodologia quantitativa(2,14,15), porém, em todos
os casos, trata-se de  avaliação pós-quimioterapia con-
vencional. Pouco se sabe da avaliação pós-TMO nes-
sa patologia e, em grande parte dos casos pediátricos,
a avaliação se dá através do estudo de polimorfismos
genéticos e avaliação de quimerismo, como discutido
no item  a seguir.

Para o acompanhamento da leucemia mielóide
aguda, tanto infantil como em adulto, todos os méto-
dos acima descritos já foram utilizados. O papel da
DRM em leucemias mielóides agudas  pós-TMO tam-
bém ainda é pouco conhecido. Em pacientes submeti-
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dos a  quimioterapia convencional, algumas das trans-
locações, como t(8;21), t(15;17) e inv16, não mostra-
ram, nos estudos iniciais, relação direta com recaída,
já que, em muitos pacientes, detectava-se, por longos
anos, a translocação por métodos moleculares sem
recaída da doença. Trabalhos mais recentes e, princi-
palmente, com a introdução do real-time PCR, tam-
bém neste grupo de doenças, demonstraram que a
quantificação mais acurada de células residuais tumo-
rais parece ter significado prognóstico(37/40).

4. A ANÁLISE DO QUIMERISMO PÓS-TMO
COMO MÉTODO PARA DETECÇÃO DE
DRM

Ele  não é, na verdade, um método distinto, pois
pode ser realizado por diversos dos métodos acima
descritos. Utilizam-se diferenças entre as células do
doador e do paciente para a identificação de popula-
ções mistas (quimeras) em medula óssea ou sangue
periférico. Fala-se em quimera completa, quando
todas as células hematopoéticas pós-TMO são de ori-
gem do doador, em quimera mista ou parcial quan-
do persistem células do paciente junto com as células
recebidas do doador. Como nem todas as doenças neo-
plásicas apresentam um marcador tumoral, como a
leucemia mielóide crônica, outras diferenças genéti-
cas entre doador e paciente podem ser utilizadas, não
apenas para detectar a pega da medula óssea doada,
mas, também, para a identificação de células residuais
do paciente, possivelmente neoplásicas.

As primeiras avaliações de quimerismo foram
feitas pela identificação de antígenos eritrocitários por
métodos sorológicos. Hoje, os dois métodos mais utili-
zados para tal  fim são a hibridização in situ com son-
das sexo-específicas (cromossomos X e Y) e os mé-
todos moleculares que identificam polimorfismos
gênicos, os chamados VNTR’s (variable number of
tandem repeats). A hibridização in situ, obviamente,
só poderá ser utilizada, quando paciente e doador são
de sexos opostos.

A análise de VNTR’s, que são regiões repe-
titivas no genoma humano, baseia-se no fato de que
essas repetições podem ocorrer em número distin-
to, mesmo entre irmãos HLA idênticos. Essas re-
petições podem ser compostas por “microssatélites”,
quando conjuntos de dois a oito pares de bases
nitrogenadas do DNA estão repetidos (por ex.
CACACA) ou por  “minissatélites” compostos
por repetições de oito a 50 pares de bases (por ex. o

D1S80 – GAAGACCACAGGAAAG). Essas seqüên-
cias são herdadas como traços mendelianos
codominantes. Muitas das regiões são disponíveis para
estudo e, com uma associação de até seis  regiões,
virtualmente todos os pares de irmãos podem ser iden-
tificados.

A análise dos polimorfismos pode ser feita tan-
to por Southern blot quanto por PCR, mas como o
Southern blot é um método muito trabalhoso e que
requer uma quantidade de DNA considerável, atual-
mente, na prática, todos os laboratórios usam o PCR
para tal fim.

A questão a ser levantada, quando se utiliza o
estudo de quimerismo como método de avaliação de
DRM, é saber se as células residuais do paciente  são
obrigatoriamente neoplásicas e qual a possibilidade de
recaída do paciente se ele se mantiver como quimera
mista. Relatos de casos já sugeriam que essa poderia
ser uma abordagem alternativa importante na detecção
de DRM. Atualmente, a resposta à pergunta feita aci-
ma ainda se encontra em aberto: alguns trabalhos con-
sideram a avaliação do quimerismo método capaz de
detectar e predizer a recaída(41/45), já outros questio-
nam o valor de tal abordagem  ou preconizam que ela
deveria ser utilizada em conjunto com a detecção de
células residuais tumorais(46,47). Nos transplantes não
mieloablativos, a quantificação do quimerismo pós-
TMO tem guiado as decisões terapêuticas(48), tornan-
do-se, assim, nesse tipo de abordagem terapêutica es-
pecífica, uma ferramenta fundamental de seguimen-
to. A grande vantagem da detecção do quimerismo
em relação à detecção de células tumorais residuais é
que, na primeira abordagem, partimos, normalmente,
de DNA e não RNA como substrato, tornando-o um
método mais simples do que o das reações de identifi-
cação de translocações que são, em sua maioria, ba-
seados  no RT-PCR.

5. CONCLUSÕES

A literatura é repleta de trabalhos que buscam
definir as melhores estratégias e os métodos mais sen-
síveis para a detecção de DRM, buscando, desta ma-
neira, identificar, de forma mais precoce e com a mai-
or sensibilidade possível, a recaída ou a permanência
de células tumorais  residuais  pós-TMO. Infelizmen-
te, os trabalhos, em sua maioria, constituem-se de
casuísticas pequenas, de populações heterogêneas e
metodologias distintas, o que  tem dificultado, sobre-
maneira, a comparação e a definição de qual limite de
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detecção deva ser empregado para tratar-se o paci-
ente. A busca de métodos cada vez mais sensíveis,
possivelmente, deixará de identificar, em breve, pa-
cientes PCR negativos, tornando o significado do acha-
do do PCR positivo ainda mais questionável. Assim,

até o momento, os vários métodos de detecção de
DRM devem ser compreendidos como complemen-
tares entre si e a decisão clínica precisa ser tomada,
levando em consideração os múltiplos aspectos levan-
tados nesta revisão.
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