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INTRODUCADO

As principais neoplasias do sistema hematopoiético  podem
ser classificadas em: policitemia vera (P.V.), mielofibrose idio
patia (I.M.F.), linfomas de Hodgkin (H.D.), linfomas nao-Hodgkin
(N.H.L.), mieloma multiplo (M.M.), leucemias cronicas (C.L.) e

leucemias agudas (A.L.) de acordo com Wintrobe (1981).

A diferenciacao entre estas neoplasias é feita atraves da
analise clinica (sinais e sintomas) e dados laboratoriais. Além
destes, a utilizacao da historia familial, gestacional e ocupa-
cional do paciente pode ser util para o diagnostico, especial-
mente no que se refere a fatores genéticos e ambientais que se

relacionem ao desenvolvimento de neoplasias.

O presente trabalho foi desenvolvido em pacientes leucémi-
cos e, para sua melhor compreensdo, torna-se necessario as se-

guintes consideracoes.



1-LEUCEMTIAS

1.1 - Definicdo de Leucemia

Leucemia € uma doenca sistémica do aparelho hematopoiético,
caracterizada por uma proliferacdo anomala, de carater neoplasi
co dos elementos sangflineos, com presenca ou néo destes elemen-
tos no sangque periferico. Clinicamente caracteriza-se como uma
doenca proliferativa de curso progressivo e na maioria das ve-

zes irreversivel do tecido hematopoiético.

Existem ainda outras definigOes de leucemia, havendo entre
elas discordancias. Alguns autores discutem a utilizacao genéri
ca do termo leucemia, defendendo a ideia de que este deva res-
tringir-se aos casos de neoplasias dos globulos brancos (leuco-

citos).

Apesar disto, atualmente o termo leucemia & usado generica
mente e define uma neoplasia do tecido hematopoiético, de cara-

ter proliferativo.

1.2 - Classificacdao das Leucemias-:

Os critérios de classificagdo dos diversos tipos e subti-
pos de leucemias sdo variaveis, o que ocasiona graves problemas

no momento em que pretendemos comparar diferentes casos de leu-



cemia, diagnosticadas por diferentes especialistas. Na tentati-
va de minimizar as divergéncias foram estabelecidos critérios

basicos.

De acordo com o grau de maturacao das celulas leucémicas ,
podemos dividir as leucemias em: a) crdnicas, quando ha predomi
nio de células diferenciadas ou maduras e b) agudas, quando ha
predominio de células indiferenciadas ou imaturas, chamadas ge-
nericamente de blastos. Em sua tipica evolucao a leucemia aguda
ocasiona infiltracao e substituicao da medula Ossea normal por
progenitores imaturos de leucocitos linféides ou mieldoides. Es-
se acumulo anormal de elementos celulares imaturos na medula Gs
sea, ocasiona problemas de ordem quantitativa na hematopoiese de
todas as células ali produzidas, provocando diminuicdo do nume-
ro de leucocitos diferenciados (maturos) no sangue, plaquetes e

eritrocitos.

Com base na hematopoiese normal (Figura 1) as leucemias ,
tanto agudas como cronicas, podem ser classificadas de acordo

com a linhagem da célula que lhe deu origem, em linfoides e mie

loides.

As leucemias linfoides podem ser provenientes de linfoci-
tos T ou B e as mieloides de elementos monociticos, granulociti
cos ou eritrociticos, o que acarreta a formag&o de subgrupos. A
classificacdo destes subgrupos é inequivoco para as leucemias
cronicas, uma vez que s&o definidas como aquelas onde ha predo-
minio de células diferenciadas ou maduras. Ja para as leucemias
mieldides agudas, onde ha predominio de células indiferenciadas,

a exata classificagao e definigao destes subgrupos torna-se di-
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ficil e variavel.

Em 1976 reuniu-se um grupo de hematologistas, que ficou co
nhecido como "French-American-British co-operative group" (FAB)
que, com o objetivo de unificar a classificagao e nomenclatura
das leucemias agudas, desenvolveu a classificacao FAB, sendo es

ta amplamente utilizada (Bennett e cols., 1976).

O Classificaq§0 das leucemias linfoides agudas

A leucemia linféoide aguda (LLA), tem como caracteristica
principal o comprometimento das células leucémicas com a linha-
gem linfdide, apresentando ou néo linfoblastos (elementos imatu
ros da série linféide) em quantidade no sangue periferico. A do
enca pode ocorrer em individuos de qualquer idade, embora seja
mais freqliente em criancas, com o pico de maior incidéncia ao re
dor de trés anos de idade (Wintrobe, 1981). A LLA e fatal na au
séncia de tratamento, mas, pode apresentar aumento de sobrevida
se a crianca for submetida a vigorosa terapia. A freqliéncia de
aumento de sobrevida de pacientes com LLA sofre decréscimo acen

tuado com o aumento da idade do paciente.

Em 1976, Bennett e colaboradores desenvolveram a classifi-
cacdao FAB das leucemias linfoides agudas, baseados principalmen
te em critérios citomorfoldgicos de distensdes de medula Gssea,
subdividindo-as em trés grupos que receberam a denominagéo de

LEA-ET, ~E2 @ ~53.

1.2.1.1 - Leucemia linfoide aguda - L1

Morfologicamente, a LLA-L1 caracteriza-se pelo predominio
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de celulas pequenas, com nucleo regular e cromatina homogénea ,
na maioria das vezes. O nucléolo é muito pequeno e, as vezes, nao
visivel. O citoplasma & escasso apresentando pouca vacuolizacdo
(Bennett e cols., 1976). Segundo Bennett e cols. (1981), sua o-

corréncia & maior em criancas (até 15 anos de idade).

1.2.1.2 - Leucemia linfoide aguda - L2

A LLA-L2 caracteriza-se morfologicamente pela presenca de
células grandes, com formato nuclear irregular e presenca de um
ou mais nucleolos bastante grandes. A quantidade do citoplasma
é variavel, mas geralmente é moderadamente abundante (Bennett e
cols., 1976). Diferenciando-se da LLA-L1, sua ocorréncia & maior

em adultos (idade superior a 15 anos) (Bennett e cols., 1981).

1.2.1.3 - Leucemia linfoide aguda - L3

A presenca de celulas leucémicas grandes com nucleo regu-
lar, forma oval a circular, com cromatina finamente granulada e
homogénea, apresentando um ou mais nucléolos proeminentes, e um
citoplasma com vacuolos bastante visiveis caracterizam a LLA-L3
(Bennett e cols., 1986). Uma das caracteristicas mais marcantes
da LLA-L3 é a presenca de antigenos especificos de linfocitos B,
detectados através do anticorpo monoclonal SmIg. A LLA-L3 nao
apresenta faixa etaria caracteristica para a sua manifestacao

(Bennett e cols., 1981).

1.2.2 - Classificagdo das leucemias mieldides agudas
De acordo com a classificagcao FAB (Bennett e cols., 1976 e

1985) , as leucemias mieldides agudas (LMA), dividem-se em sub-
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grupos denominados M1, M2 e M3 quando apresentam diferenciacgao
granulocitica; M4 quando apresentam diferenciacao tanto granulo
citica quanto monocitica; M5 com diferenciacdo monocitica predo
minante; M6 com predominio de diferenciacdo eritrocitica; M7 com
diferenciacao megacariocitica. A diferenciacao dos subgrupos es

ta, muitas vezes embasada, em definicdes quantitativas.

1.2.2.1 - Leucemia mieloblastica aguda - M1

A LMA-M1 caracteriza-se pelo predominio de mieloblastos, e
é considerada uma leucemia mieloblastica aguda sem maturacao.
Por definicdo, mais de 90% das células sao nao eritrdides; pelo
menos 3% dos blastos devem ser peroxidase ou sudan black positi

vos (Bennett e cols., 1976).

1.2.2.2 - Leucemia mieloblastica aguda - M2

A LMA-M2 é denominada de leucemia mieloblastica aguda com
maturacdao. Mais de 50% das células da medula ossea sao mielo-
blastos e promieldcitos. Diferentemente de M1, na M2 podem ser
observados mielocitos, metamielocitos e granulocitos maduros em
proporcoes variaveis. Deve possuir, por definicdo, menos de 20%
de monocitos, e mais de 10% de promieldocitos normais (Bennett e

cols., 1985).

1.2.2.3 - Leucemia promielocitica hipergranular - M3

A LMA-M3 € considerada uma variante do subgrupo M2. E im-
portante distinguir os promielocitos presentes em M2 e em M3 ,
visto que os primeiros sao normais enquanto que os da M3 sao hi

pergranulares com granulos que podem variar de normais a ovala-
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dos, nucleos bilobados e presenca de "feixes" de bastoes de Auer
("faggots") no citoplasma, estes "faggots" sdao caracteristicos
do subgrupo M3 (Gralnick e cols., 1977). 50 a 100% dos blastos
sdo peroxidase positivos. Pequena parcela de blastos pode apre-
sentar positividade difusa para P.A.S. ("reacao ao acido perio-
dico de Schiff", Tomonaga e cols., 1985). Ainda na medula Gssea,

podem ocorrer eosin6filos, basofilos ou ambos, em diferentes pro

porcoes.

1.2.2.4 - Leucemia mielomonocitica aguda - M4

Na LMA-M4 ha predominio de mieloblastos e monoblastos na me
dula, em proporgdOes variaveis. Em geral aparece maior numero de
mondcitos no sangue do que na medula (Wintrobe, 1981). Na medu-
la Ossea mais de 30% das celulas néo eritroides, devem ser blas
tos. A soma dos mieloblastos, promieldcitos, mieldcitos e granu
locitos maduros deve estar entre 30 a 80% das células nao eri-
troides. Mais de 20% das células ndo eritrdides devem pertencer
a linhagem monocitica, em diferentes estagios de maturacao, ge-
ralmente promonocitos e monocitos. Caso esta percentagem ultra-
passar a 50 a leucemia é classificada como M5 (Bennett e cols.,

1985).

1.2.2.5 - Leucemia monocitica aguda - M5

A leucemia monocitica aguda existe em duas formas distin-
tas, uma M5A em que quase a totalidade das células sado blastos,
e outra M5B em que ha uma grande proporcao de células em esta-
gios de maturacdo posteriores a promondocitos (Gralnick e cols.,

1977) . Considera-se uma leucemia monocitica aguda do tipo MS5A
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aquela na qual 80% ou mais de todos os monocitos sdo monoblastos
e M5B quando menos de 80% de todos monocitos sao monoblastos ,

sendo os restantes predominantemente promondticos e monocitos.

1.2.2.6 - Eritroleucemia aguda - M6

Em uma eritroleucemia aguda o sangue e a medula podem con-
ter precursores eritrociticos em varios estagios de maturacido,
mas proeritroblastos sdao as células predominantes. O componente
eritropoiético usualmente excede 30% de todas as células nuclea
das da medula oOssea (Gunz e cols., 1983) e os eritroblastos apre
sentam-se com aparéncia bizarra e anormal, como: aspecto megalo
blastico, binucleacdo, fragmentacdo nuclear e presenca de vacio
los citoplasmaticos. Em uma eritroleucemia aparecem eritroblas
tos no sangue periférico, sendo uma caracteristica marcante des
tes eritroblastos sua forte positividade aoc P.A.S. (Bennett e

cols., 1985).

1.2.2.7 - Leucemia Megacarioblastica aguda - M7

A leucemia megacarioblastica aguda foi recentemente inclui
da na classificacdao FAB, sendo caracterizada como uma leucemia
em que ocorre grande quantidade de pequenos megacarioblastos mo
nonucleados infiltrados na medula Ossea. Em seu desenvolvimento
a LMA-M7 pode atravessar um momento de transigac onde se carac
terizara como uma mielodisplasia, especificamente como mielofi-
brose. A expectativa de sobrevida para pacientes com LMA-M7 rara

mente excede um ano, sendo normalmente de poucos meses. A LMA-M7
apresenta peroxidase e esterase ndo-especifica negativa (Jandl,

1987).



14

1.2.3 - Leucemia linfdoide cranica (LLC)

A leucemia linfoide crénica caracteriza-se por apresentar
grande quantidade de pequenos linfécitos no sangue periférico.
E comum na LLC a infiltracdo dos nodulos linfaticos, tecidos e

orgaos do sistema hematopoiético, por linfdcitos.

Umn dos principais sinais observados em pacientes acometi-
dos por LLC & o lento e gradual aumento de tamanho dos linfono-
dos e Orgdos do sistema hematopoiético, tais como o bago. Ape-
sar desta infiltracao ser, em alguns casos, bastante significa-
tiva tanto em volume quanto em quantidade, nao produz danos fun

cionais na area infiltrada.

Considera-se provavel que existam diferentes subtipos de
LLC sendo estes classificados em LLC de células T e LLC pura ou

leucemia prolinfocitica (Wintrobe, 1981).

1.2.4 - Leucemia mieldide cranica (LMC)

A leucemia mieloide crénica é caracterizada por uma grande
elevacao na contagem de leucocitos, resultante de um aumento em
quantidade das formas maduras dos granulocitos. A LMC ocorre com
maior freqfiéncia em homens, sendo que a maior parte dos indivi-

duos que apresentam esta neoplasia sao jovens ou adultos jovens.

Em termos de diferenciacao da LMC de acordo com progndosti-
co e resposta a terapia pode-se distinguir as LMC com presencga
de cromossomo Philadelphia (descrito posteriormente) ou ausén-

cia do mesmo.

As principais causas de morte sdo infecgOes e hemorragias,
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muitas vezes associadas com uma crise blastica. Esta crise blas
tica caracteriza-se pelo aparecimento de grande quantidade de
precursores imaturos de granuldocitos no sangue periférico (Win-

trobe, 1981).

1.3 - Importancia das Técnicas Citoquimicas no Diagndstico

de Leucemias

A classificacdao de leucemias agudas, baseada apenas no uso
da coloracao de rotina para distensGes de sangue periférico e me
dula Ossea, € extremamente dificil, sendo impossivel. Interpre-
tacoes conflitantes sao bastante comuns quando uma mesma lamina
é analisada por mais de um especialista. Recentes avancos em téc
nicas quimioterapicas requerem um diagnostico bem mais exato dos
varios tipos e subtipos de leucemias, de modo a permitir uma es

colha efetiva do agente quimioterapico.

Para resolver os problemas acima, cada vez mais os labora-
torios de analises clinicas e hospitais utilizam as técnicas ci

toquimicas de coloracao.

As técnicas citoquimicas sao extremamente utilizadas para
diferenciacdo de leucemias agudas visto que nestas leucemias as
células envolvidas apresentam-se em estagio imaturo (blasto) ,
sendo, portanto, dificil e até mesmo impossivel sua identifica-
cao morfoldgica. Nas leucemias cronicas as técnicas citoquimicas
nao encontram campo muito amplo de atuacdo pois as células leu-
cémicas encontram-se em estagios maduros de diferenciacao, sen-
do morfologicamente diferenciaveis. Com base nas afirmacdes aci

ma, o presente trabalho apresenta énfase em relacdo ao estudo
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das leucemias agudas.

Segundo Schmalzl & Braunsteiner (1971)estas técnicas estao
baseadas na determinacao e demonstracdo da presenca de certas
organelas subcelulares, suas enzimas ou constituintes quimicos,
identificando, assim, o grau de maturacdo e diferenciacao da po
pulacdo de células leucemicas ou mesmo de células em desenvolvi

mento normal.

Podemos observar na Tabela 1 o padrao de céelulas normais
guando coradas atraves das técnicas citoquimicas utilizadas no
presente trabalho, e na Tabela 2 o padrao de ceélulas leucémicas
para as mesmas citoquimicas. Nota-se, comparando estas duas ta-
belas, pequenas variacﬁes nos padroes de coloragéo, mas cabe sa
lientar que, em determinados casos estas pequenas variacgoes sao

consideradas como marcadores para uma determinada leucemia.

As tabelas 3 e 4 apresentam a especificidade celular das
citoquimicas, seus principais usos e padrdes em diversos tipos

de leucemias.

Recentes avang¢os nas técnicas citoquimicas tém fornecido
grande precisdo na caracterizacao dos varios tipos de celulas
sangliineas humanas e, portanto, caracterizacdo das leucemias cor

respondentes.



Tabela 1 - Caracterizagao citoquimica das células sangfilineas normais:

Esterase
Peroxidase Sudan P.A.S, zﬁg;gigsifgégf Fosfa?ase
e d alcalina

Blastos - - at i = -
[Mieldcitos ++ + a ++ + i +
[Metamielocitos G + a ++ + - -
Neutrofilos ++ A b -at + A+
Eosinofilos ++ + a ++ - -at & %
Basofilos - + a ++ - - -
Linfdcitos - - i + »
Monocitos + a+ - + ++ =
Proeritroblastos - - - = =
Eritroblastos - - - - .
Megacaridcitos - + + ++ +

Escore de simbolos: -, negativo; *, questionavel; +, positivo; ++, positividade muito nitida.
Segundo Oliveira (1985) sendo esterase nao especifica, conforme Yam e cols.(1971).

Ll



Tabela 2 - Padrodes citogquimicos para células leuc@micas, utilizados na classificagao e diag-
nostico de leucemias.

Esterase
Peroxidase Siudan P.A.S. nao-especifica Fosfatase
u—napi:zé-ace— alcalina
Linfocitos T - - + ++ -
Linfocitos B - - + - o
[Mondcitos - + + Y -
Granulocitos s ot + - +
[Mieloblastos ++ ++ - -at +
Promieldcitos ++ o - - at +
NeutrSfilos - RS - a t -a + ++
Eosinofilos ++ 4k - a + -at -
as6filos + + 1 + +
Eritroblastos - - + 4 .

Escore de simbolos: -, negativo; *, questionavel; +, positivo; ++, positividade muito nitida.
Conforme Yam e cols. (1971); Schmalzl & Braunsteiner(1971); Scott(1978) e Li(1981).

8l
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Tabela 3 - Especificidade celular das citoquimicas e usos prin-

cipais
. Usado na
Citoquimica Especificidade celular taentificacho de

Esterase Monocitos; Linfocitos T LMA - M4
nao-especifica LMA - M5
Peroxidase Granulocitos; Monocitos LMA
Sudan black Granulocitos LMA
P.A.S: Eritroblastos; Linfocitos E:: - M6
Fosfa?ase Neutrofilos LMC
alcalina

Conforme Schmalzl & Braunsteiner (1971); Koeffler & Golde (1981).

Tabela 4 - Citogquimicas em diversos tipos de leucemias agudas

Linfoi-
Mie M2| M3 M4 M5 M6 M7 Bl
E-S»terase P = - +a ++| + 3 ++ - - +
nao-especifica
Peroxidase -a + ++ +£a+s] =a= - s -
+
Sudan -a + ++ +a++| -a + - * =
+ -
P.A.S. iy, B + -2+ | +a++ * -a ++
Fosfatase +
+ + - +a ++
alcalina + + a ++ + a + *

Escore de simbolos: -, negativo; 1, questionavel; +, positivo;
++, positivo forte.

* dados nio localizados.

Conforme Kaplow (1968) , Schmalzl & Braunsteiner (1971) e Jandl
(1987).
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1.3.1 - Caracterizagao das técnicas citoquimicas utilizadas

1.3.1.1 - Peroxidase

A presenca da enzima peroxidase é caracteristica dos leuco
citos granuldcitos, sendo um 6timo marcador para as leucemias
mieldides. A presenca da peroxidase € demonstrado através do u-
so de dihidrocloreto de benzidina (Kaplow, 1965) que funciona co
mo substrato a ser oxidado pela enzima. O composto oxidado & in
soluvel e precipita na forma de granulos ou cristais marrons ou
negros no citoplasma das celulas positivas (Figura 2). E possi-
vel quantificar ceélulas positivas e negativas através de obser-

vagao ao microscopio oOptico.

FIGURA 2 - Distensdo de sangue periférico corado para Peroxida-
se. a) Leucocito granulécito apresentando positivida

de em blocos. b) Leucdcitos negativos.

1.3.1.2 - Reagdo acido periddico-Schiff (P.A.S.)
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Caracteriza-se pelo uso de acido peridédico e reagente de
Schiff, corando especificamente o glicogénio e mucopolissacari-
deos presentes no citoplasma dos leucocitos e precursores eri-

trocitos.

Segundo Wislocki e cols. (1949) todos os granuldcitos apre
sentam reacao positiva, em diferentes graus, para o PAS. Blas-
tos sao normalmente negativos, podendo os eritroblastos apresen

tarem positividade variada (Quaglino & Hayhoe, 1960).

Segundo Astaldi & Verga (1957) esta técnica citoguimica po
de ser usada como marcador para leucemias linféides agudas pois
os linfoblastos leucémicos apresentam positividade aumentada pa
ra PAS. Esta afirmacao € ainda hoje bastante discutida, pois po

dem ocorrer leucemias linfoides agudas PAS negativas.

A positividade para o PAS & observada pelo aparecimento no
citoplasma de granulos vermelhos ou colorac¢ao difusa vermelho in

tenso. (Figura 3)
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FIGURA 3 - Distensdo de sangue periférico de um paciente leucé-
mico, corado para P.A.S. a) Leucocitos apresentando
positividade em granulos. b) Leucocitos apresentando

positividade difusa.

1.3.1.3 - Sudan Black

A técnica de Sudan Black caracteriza-se por corar lipidios
presentes no citoplasma das células. Segundo Dacie e Lewis (1984)
esta técnica cora a membrana lipidica dos granulos que alojam a
mieloperoxidase. £ uma técnica especifica para granuldcitos e mo
nocitos sendo utilizada na identificacéo de leucemias mieldides.
Os lipidios, apos serem corados com Suéan apresentam coloracéo
preta, em granulos ou difusa, que pode ser observada em micros-

copio Sptico (Figura 4).
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FIGURA 4 - Distensdao de sangue periférico corado para Sudan black.

a) Granulocitos positivos. b) Leucdcitos negativos.

1.3.1.4 - Esterase ndo-especifica

A positividade para esterase néo—esPecifica, deve-se a pre
senca de diferentes formas de esterases, que atuam sobre um mes
mo substrato néo especifico, resultando no aparecimento de colo
racao marrom avermelhada no citoplasma das células. Esta técni-
ca caracteriza-se por corar especificamente monocitos e linfoci
tos T. Segundo Pinkus e cols. (1979) a positividade em linfoci
tos T & focal e caracteristica, podendo ser utilizada como mar-
cador para leucemias linfdides. Em monécitos a coloracdo & difu

sa (Figura 5).
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FIGURA 5 - Distensdo de sangue periferico corado para Esterase
nao-especifica. a) Leucocitos segmentados negativos.
b) Linfdcito T apresentando positividade focal. c) Mo

nocito apresentando positividade difusa.

Em monocitos a coloracdo € inibida pelo uso de fluoreto de
sédio, o que ndo acontece com os linfécitos T que mantém sua cO
loracao. Segundo Li e cols. (1973) isto acontece pois a positi-
vidade nos linfocitos T e mondcitos & dada por diferentes isoen

zimas que atuam sobre um mesmo substrato (d-naftil acetato).

1.4 - Fatores Genéticos e Neoplasias

0 desenvolvimento de uma neoplasia se caracteriza por alte
racoes no comportamento de uma célula ancestral, que foi ante-

riormente uma célula normal. Como resultado desta alteracao, as
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células cancerosas perdem o controle de sua proliferacao forman
do um clone de células que ndo respeitam os limites de sua posi
cao, invadem tecidos adjacentes e ndo cumprem funcdo equivalen-
te a da célula normal que lhe deu origem, embora mantenham al-
gumas de suas propriedades. Estes fatores sugerem que uma alte-
ragao no DNA celular, portanto um caracter hereditario, seja res
ponsavel pelo desenvolvimento neoplasico. Na procura do estabe-
lecimento destes fatores, o passo importante foi a descoberta

dos virus oncogénicos. O primeiro virus oncogénico foi descrito
por Rous (1910) o que lhe valeu o Prémio Nobel em 1966, aos 85
anos de idade. De acordo com Weinberg (1983), os trabalhos de
Vogt e Dulbeco na década de 60 foram capazes de demonstrar "in
vitro" a transformacac de fibroblastos de embriéo de hamster em
células cancerosas através da infeccdo em virus do polioma. Es-
tas células cancerosas injetadas em ratos jovens, proliferaram
e formaram tumores. Na etapa seguinte os genes virais foram ina
tivados experimentalmente nas células transformadas e estas re-
trocederam ao status normal. Foi assim demonstrado que um peque
no complemento de DNA viral, os oncogenes, séo capazes de indu-
zir dezenas de modificacOes celulares, estruturais e comporta-

mentais, estabelecendo-se assim o papel pleiotropico dos oncoge

nes.

A luz da logica, as 1nvest1gac6es dirigiram-se a procura
de mecanismos analogos de transformacdo, ou seja mutagénicos qui
micos e fisicos, que ndo introduzem novo material genético a cé
lula a ser transformada, mas sim alterem a informagaoc genética
pre-existente. A transformacao celular foi obtida pelo tratamen

to com mutagénicos, e bem mais, o DNA de células transformadas
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foi capaz de transformar células sas, enquanto que o DNA de cé-
lulas normais nao o fez. Também tumores espontdneos passaram a
ser utilizados como doadores de DNA para a transformacao de cé-
lulas normais, e entre estes estao os tumores humanos como o car
cinoma de bexiga, do colon, do pulmao, fibrosarcomas, neuroblas
tomas e as leucemias. Se a seqliéncia de DNA tumoral pode trans-
formar células, independentemente de sua espécie e tecido de o-
rigem, ha um "principio transformante" comum. As tecnicas de clo
nagem génica tornaram possivel determina-lo com uma simples se-
gliéncia de DNA, carregando um Unico gene com estrutura defini-
da, o oncogene celular. Hoje sabe-se que as células normais pos
suem tais genes, sob a forma de proto-oncogene (c-onc), que apos
peguenas alteracées, transformaram-se em oncogenes (onc). Ha
fortes evidéncias de que Os c-onc estéo envolvidos no desenvol-
vimento e crescimento celular normal, o que e reforcado pela ob
servagdo de que estes sao altamente conservados na escala evolu
tiva. Como exemplo de transformacdao temos o oncogene ras, isola
do de tumor de bexiga humana e comparado com O proto-oncogene

ras de bexiga humana normal, mostrando a substituicdo de um uni
co nucleotidio; logo uma mutacdao pontual como causa da mudanca
c-onc—p onc. Foi ainda demonstrado gque um c-onc, sujeito a for
te regulacdo positiva, através de regulador viral por infeccao,
ou rearranjos cromossémicos, é capaz de ser transcrito com gran
de eficiénecia, o que resulta na transformagdao celular. A ampli-

ficacdo génica de oncogenes tem sido demonstrada em células tu-

morais (Yunis, 1983).

Desta forma pode-se inferir quatro mecanismos genéticos de

transformacido celular: 1- infeccdo por material genético viral;
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2- mutagao no proto-oncogene; 3- rearranjos cromossomicos; 4- am

plificagdo génica.

De acordo com Faber (1984) o desenvolvimento neoplasico nao
e o resultado de uma uUnica alteracdo celular hereditaria, mas ,
na realidade envolve alteracées especificas, independentes. Es-
tas modificacdes podem ser divididas em trés etapas; 1- inicia-
cao, que resulta em mudan¢as hereditarias irreversiveis na célu
la alvo (descritas acima); 2- promocao, a célula iniciada pode
permanecer dormente até que agentes promotores (ndao mutagénicos)
estimulem sua expansao; 3- progressdo, com a expansao da popula
cao de células tumorais, futuras modificacoes podem levar a se-

lecao de celulas mais malignas (Bradshaw, 1986).

Como exemplo do processo de promoc¢ao podemos referir os fa
tores de crescimento (PGFs), que & um grupo heterogéneo de poli
peptidios. Num primeiro passo, todos os fatores de crescimento
ligam-se a receptores na superficie da célula alvo. Esta liga-
cao gera sinais intracelulares que levam a numerosas respostas
biologicas e bioquimiéas, incluindo a sintese de DNA. Existem
evidéncias de que a transformagao & o resultado da alteracao de
alguns elementos do mecanismo mitotico normal. O fato de que al
gumas células transformadas secretam polipeptidios mitogénicos,
sugere uma auto-regqgulacdo (Sporn e Todaro, 1980). Ha exemplos
em que o proprio oncogene codifica um fator de crescimento. Ou-
tros oncogenes codificam receptores para fatores de crescimento
que podem ter atividade de proteina-tirosinoquinase, enzima que
regula a fosforilagao de proteinas e fosfolipidios, que ird@o fun

cionar como elementos de transduccdo do citoplasma no nicleo. E
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xistem aqueles oncogenes que codificam proteinas com atividade
tirosino quinase unicamente e finalmente aqueles que codificam
sinais para a transcricao e replicacao do DNA. (Bradshaw, 1986;

Bishop, 1982 e 1986; Newmark, 1987).

No processo de alteragoes progressivas, & freqfiente o en-
contro de alteracoes cromossomicas aleatorias (verificadas em ca
sos esporadicos) e constantes (encontrados na maioria de certos
tumores). Como exemplo das constantes podemos citar o proto-on-
cogene c-myc, que se localiza originalmente no cromossomo huma-
no 8, mas que no linfoma de Burkitt esta translocado para o cro
mossomo 2, 14 ou 22. Foi demonstrado que o gene c-myc € expres
so com maior eficiéncia por estar translocado a regides cromos-
somicas vizinhas aos genes das imunoglobulinas, sujeito assim a
requlacao forte. Trés regides do genoma do virus EBV, implicado
na etiologia do linfoma de Burkitt, sao também transcritos regu
larmente nas células transformadas, funcionando como um grupo
de complementacao com c-myc, levando os linfocitos B a transfor
macao neoplasica. Ja no tumor de Wilms, no retinoblastoma e no
carcinoma familial de celulas renais, no neuroblastoma e no car
cinoma de células pequenas do pulmao, ndo ocorre translocagao
de oncogenes, mas sim delecao de material genético, demonstran-
do a existencia de genes reguladores antioncogenes ou supresso-
res de c&ncer. 0 exemplo mais estudado e o gene rb-1,cujos dois

alelos sao perdidos no retinoblastoma familial.

1.4.1 - Fatores genéticos em leucemias
Os estudos de ocorréncia de leucemia familial iniciaram-se

na decada de 40, sendo que, a maioria deles pertencem ao grupo
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das leucemias linfociticas, agudas e cr@nicas. Os casos de leu-
cemia mielocitica crénica sdo muito raros. O numero de afetados
varia de 2 a 6. A maior agregacao de casos foi descrita por Gunz
e cols. (1978, 1983) com a ocorrencia de 15 casos, 14 agudos en
tre os 302 membros de uma familia. Familias com miltiplos casos
de leucemias sao raras, porém a ocorréncia de um caso leva a ma
probabilidade de 2 a 3% de recorréncia entre parentes em 1?9 grau
para LLA ou LLC mas nao para LMC. Ocorrem também maior nimero de
linfomas, especialmente nas familias com casos de LLC, mas ndo
ha aumento da incidéncia de cancer como um todo (Gunz, 1983).

Estes achados nao estabelecem claramente que o excesso de inci-
déncia familial seja geneticamente determinado, uma vez que nao
ha evidéncias de heranca mendeliana. A heranca mendeliana domi-
nante com penetrancia variavel & uma hipGtese, porém sua distin
¢do da heranca poligénica & muito dificil. A auséncia de casa-
mentos consangfiineos nas familias envolvidas, tem descartado a
hipotese de mecanismos de recessividade, embora Fraumeni e cols.
(1969) descreva trés casos de leucemia linfocitica cronica na fi
liagdo de primos em 29 grau. Nesta mesma familia ocorrem anorma
lidades imunologicas, como baixos niveis de imunoglobulinas, le
vando os autores a sugerir mecanismos imunologicos envolvidos no

desenvolvimento das leucemias.

Varios estudos tém tentado associar a incidencia de leuce-
mias a marcadores genéticos, como HLA, néo tendo sido obtidas
associacbes claras entre estes. Pawelec e cols. (1988) entretan
to, observaram associac¢ao positiva e negativa entre os produtos
génicos do complexo de histocompatibilidade principal e LLA,mas

ndao com LMC. Estes achados sugerem que a regido HLA-DP pode con
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ter genes influenciando a suscetibilidade e resisténcia ao de-
senvolvimento da leucemia. Também Bortin e cols. (1987), anali-
sando a fregliéncia de 35 antigenos HLA A, B, C e DR em 1834 leu
cémicos caucasoOides, observaram que o antigeno Cw3 foi signifi-
cativamente mais fregfiente nos pacientes com leucemia mielogéni
ca aguda e cronica. A freqfiéncia de Cw4 foi elevada entre os pa
cientes com leucemia linfoblastica aguda e com leucemia mielogé
nica cronica, enguanto que o antigeno Aw19 estava significativa
mente diminuido nos casos de LMA e LMC. Os achados sugerem gque
Cw3 e Cw4 podem ser marcadores para genes de suscetibilidade en

quanto que Aw19 pode ser marcador de resistencia a leucemias.

E sabido que certas condigﬁes genéticas, especialmente as
caracterizadas por anomalias cromossomicas, est3o também asso-
ciadas a um aumento na incidéncia de leucemia. O exemplo mais
conhecido é a Sindrome de Down onde ocorre um aumento dos casos
de leucemia, especialmente aguda, em relacdao a taxa normal. Tam
bém na anemia de Fanconi, Sindrome de Bloom e ataxia talangiec-
tasia, desordens génicas, ocorrem um aumento de incidéncia de
leucemia. Nestas doencas ocorre uma fragilidade cromossomica ob
servada na cultura de linfocitos, e uma maior suscetibilidade a
aberracoes cromossOmicas apds tratamento das culturas com carci

nogénicos.

A primeira descricdo de uma aberracdo cromossdmica especi-
fica em leucemia foi o cromossoma Philadelphia na Leucemia mie-
10ide cronica. A anomalia cromossomica € uma translocacao de uma
regi&o do brag¢o longo do cromossomo 9 ao cromossomo 22. Heister

kamp e cols. (1983), por tecnicas de mapeamento por enzimas de
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restricao, observaram que o0 oncogene c-abl inclui-se na regiao

translocada do cromossomo 9.

Uma revisao sobre achados cromossémicos em leucemias e con

digoes afins foi executada por Sampaio (1983).

Haluska e cols. (1987) descrevem que neoplasias da linha-
gem de linfécitos B seguidamente envolvem translocacdo cromosso
micas 11/14, o ultimo incluindo a cadeia pesada de imunoglobuli
na, na posicao q32 mais especificamente o segmento J e envolve
a enzima V-D-J recombinase. O cromossomo 14 na regido gl11 pos-
sui os genes da cadeia do receptor de célula T (TCR). Uma in-
versao no cromossomo 14, envolvendo esta regido, € descrita pa-
ra LLA de célula B, que justapée o segmento variavel da cadeia
pesada da imunoglobulina com o segmento TCRJ (Denny e cols. ,

1986) .

Maiores informacoes sobre os mecanismos envolvidos nas al-
teracoes cromossomicas nas Leucemias T e B, e na da diferencia-
cdo de canceres linfoides podem ser obtidos em Haluska e cols.

(1987) e Graeves (1986), respectivamente.

Conforme revisao de Mamaeva e cols. (1983) a trissomia, par
cial ou total, do brago longo do cromossomo 1, foi observado em
casos de LMA, LLA, LMC, LA nao diferenciada, policitemia vera ,
mielofibrose, linfoma de Burkitt e alguns tipos de anemia. O pa
pel da trissomia, que envolve principalmente a regiéo distal ao
segmento 1925, ndo é conhecida, mas, apos o seu surgimento, ob-
serva-se pronunciada resisténcia a terapia citostatica e agrava

se 0 curso da doenca.
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Taniswaki e cols. (1987) descrevem exemplos de transloca-
¢oes como: t(15:17) correlacionada a LMA-M3, t(8:21) a M2; trans
locagao ou delecao g11 a M5; inversao ou delecéo no Cromossomo
16 @ M4 com eosinofilia anormal e descreve a evolugdo cariotipi
ca de um caso LMA subtipo M4 associada com eosinofilia na medu-
la Ossea e anomalias cromossOmicas especificas: inv(16) (p13g22),
del(7) (g22g34) e ganho cromossomico # 8 e #22. O caridtipo mo
dal e 47, Xy, 7q-, inv(16)+22, mas ha trés outros clones, 46, XY,
inv(16); 47,XY, inv(16)+22 e 48 ,XY,+8, inv(16)+22. A identifica
¢do das anomalias cariotipicas e sua progressdao tem sido valio-

sas no diagnostico e prognose dos pacientes.

Chitambar e cols., (1983) descreve uma familia na qual 8
individuos, dos 14 de uma geracéo, apresentaram anemia aplasti-
ca, leucemia mieldide aguda, ou anemia aplastica terminando em
leucemia mieléide aguda. O probandoc desta familia, apresentou-
se em fase pre-leucémica, que evoluiu para leucemia aguda asso-
ciada a evolucdo cariotipica terminada na monossomia do cromos-
somo 7. Dois pacientes leuceémicos, de outra irmandade da mesma
geracao (primos irmaos do probando), apresentaram monossomia de
cromossomas do grupo C. Em 1987, Paul e cols., voltam a descre-
ver monossomia do cromossomo 7 em células da medula oOssea de um
dos dois irmaos com anemia hipoplasica (ndo Fanconi), quando es
te desenvolveu anemia "refrataria" com excesso de blastos. Am-
bos os pacientes apresentavam inverséo constitucional no cromos
somo 1. Ja Kaur e cols. (1972) descrevem uma familia onde 5 ir-
maos apresentam leucemia mieléide aguda ou mielodisplasia, sen-
do seu pai falecido por anemia hipoplasica. Os trés leucémicos

faleceram e os 2 pre-leucémicos apresentam um clone de medula
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dssea, trissdmico para um representante do grupo cromossdmico C.

Os dados aqui apresentados, tentam resumir os principais e
xemplos que nos levam a concluir que o desenvolvimento de uma
neoplasia € a complexa interagao entre fatores genéticos, imuno

logicos e ambientais.

1.5 - Objetivos

O presente trabalho foi desenvolvido junto a Unidade de he
matologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, com pacientes
baixados de maio a outubro de 1988, e teve como objetivos prin-

cipais:

1. o estabelecimento das técnicas citoquimicas para Sudan

black, fosfatase alcalina e esterase n&o especifica;

2. a avaliacao da eficiéncia destas técnicas na diferencia

cao dos subtipos de leucemias;

3. o levantamento de dados dos familiares dos probandos ,

quanto a ocorrencia de casos de neoplasias em suas familias;

4, atraves dos dados familiares de neoplasias, verificar se
ha indicacdo de associagdo entre leucemia e algum tipo especifi
co de cancer, ou repetigao de casos leucémicos, para sugerir um

estudo detalhado destas familias.



2 - MATERIAL E METODOS

A amostra analisada constituiu-se de pacientes baixados no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre de maio de 1988 a outubro
de 1988 diagnosticados como leucémicos e descritos na tabela 5,
a partir de agora, referidos como paciente 1, 2 e assim por di-
ante. Destes pacientes foram coletados dados pessoais, laborato
riais e citoquimicos, diagndstico clinico e com especial aten-
cao a este trabalho, os dados relacionados a historia familiar
de neoplasias e doencas hematologicas. A ficha utilizada para
tal coleta encontra-se no apéndice deste trabalho. O material u
tilizado para analise citoquimica foi um aspirado de medula Os-
sea obtido através de puncdao na regiéo da crista iliaca. O aspi
rado de medula Ossea imediatamente apés coletado foi distendido
sobre laminas de vidro, para observacdo em microscopio optico.
As laminas apOs secagem ao ar foram tratadas para as diferentes

técnicas citoquimicas, descritas a sequir.

2.1 - Reacao Acido Periddico-Schiff (P.A.S.)

O material aspirado de medula Ossea anteriormente distendi
do sobre as laminas foi fixado cobrindo-se estas laminas com u-
ma mistura composta de 9 partes de etanol/1 parte de formol 40%

durante um minuto. Lavou-se as laminas em agua corrente seguin-
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do-se secagem ao ar. As distensdes assim fixadas foram cobertas
com uma solucdo de acido peridédico a 1% durante 15 minutos. Pro
cedeu-se nova lavagem e secagem ao ar. As distensoes foram en-
tdo cobertas pela solucdao de Schiff (1 g de fucsina basica; 200
ml de agua destilada; 2,0 g de bissulfito de so6dio; 10 ml de a-
cido cloridrico IN; 1 g de carvao vegetal, que deve ser filtra-
da e guardada na geladeira) e colocadas para incubar no escuro
durante aproximadamente 30 minutos. Lavaram-se as laminas em a-
gua corrente e deixou-se secar ao ar. A contracoloracao foi efe
tuada com hematoxilina de Carazzi (400 ml de agua destilada; 100
ml de glicerina; 25 g alumen de potassio; 0,1 g de iodeto de sé
dio; 1 g de hematoxilina) por 10 minutos (Wilslockie e cols.,

1949).

2.2 - Peroxidase

As laminas anteriormente preparadas com material aspirado
de medula O6ssea foram fixadas em uma mistura 9 partes de etanol:
1 parte de formol 40% por aproximadamente um minuto, sendo pos-
teriormente lavadas e secas. As distensoes assim fixadas foram
cobertas (mais ou menos 1 ml) pela solucdao corante de peroxida-
se (100 ml de etanol 30%; 0,3 g de dihidrocloreto de benzidina;
1,0 ml de sulfato de zinco 3,8%; 1,0 g de acetato de sédio; 1,5
ml de hidroxido de sodio 1N; 0,7 ml de agua oxigenada 10 volu-
mes) por 3 minutos. Em seguida adicionava-se sobre as léminas
0,5 ml de uma solugéo de agua oxigenada preparada no momento do
uso (2 gotas de agua oxigenada 10 volumes para 5 ml de agua des
tilada), e deixava-se a lamina corar por mais dois minutos. As

laminas foram entdo lavadas em agua corrente e secas ao ar li-
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vre e apds isto contracoradas pela coloragao de rotina, May-griin

walde/Giemsa descrita a sequir (Kaplow, 1965).

2.3 - Sudan black

As laminas anteriormente preparadas foram fixadas deixando
as em uma atmosfera saturada de vapor de formol durante 10 minu
tos. Deve-se evitar o contato direto do material com o formol.
Passados estes 10 minutos mergulha-se a lamina fixada em uma cu
ba contendo a solugéo corante de Sudan black obtida da mistura
de 60 ml da solugao estoque de Sudan black (0,3 g de Sudanblack
em po dissolvidos em 100 ml de etanol absoluto)com 40 ml de tam
pao (16 g de fenol; 30 ml de etanol absoluto; 0,3 g de monofos-
fato de disdédio 12 hidratado; 100 ml de agua destilada), duran-
te 30 a 60 minutos, conforme a gquantidade de material a corar.
Apds este periodo as laminas foram lavadas com etanol 70% para
eliminar o excesso de corante. Contracorou-se pela coloracao de

rotina, May-griinwalde/Giemsa (Lilie e Bortner, 1953).

2.4 - Coloracao de Rotina (May-grfinwalde/Giemsa)

ApoOs coloracéo anterior as laminas foram fixadas por 3 mi-
nutos com o corante de rotina (9,5 g corante May-griinwalde; 11,
35 g do corante Giemsa; 50 ml de glicerina; gq.s.p. 5000 ml de
metanol), sem lavar colocou-se agua destilada sobre a 1§mina em
quantidade suficiente para cobri-la, e deixou-se corando por 5

minutos. Lavou-se a lamina com agua corrente e deixou-se secar

ao ar.

2.5 - Fosfatase Alcalina Leucocitaria
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As laminas foram fixadas no maximo 30 minutos apds a cole-
ta para que nao ocorressem falsos negativos devido a inativacado
da enzima. As distensoes foram fixadas por 30 sequndos em uma
solucao (9:1) de etanol/formol, lavados em agua corrente e se-
cos ao ar. Os esfregagos foram entdao corados com a solucdao de
diazonio que e preparada no momento do uso; 10 ml de solucao
substrato estoque (30 mg naphthol AS fosfato; 0,5 ml N-N dime-
tilformamida; 100 ml de tamp&o Tris HC1 0,2 M pH 9,0) com 10 mg
de Fast Blue B.B., esta soluc¢ao foi filtrada sobre a lamina que
permaneceu corando pelo periodo de uma hora. Lavou-se o material
em agua corrente e secou-se ao ar. A contracoloracdo foi feita
com vermelho neutro (1 g dissolvida em 1 litro de agua destila-

da) por 6 minutos (Kaplow, 1963 e 1968).

2.6 - Esterase Nao Especifica

O aspirado de medula Ossea distendido sobre a lamina foi
fixado com o uso de uma mistura gelada de formol/acetona (40 mg
de monofosfato de disodio; 200 mg de difosfato de monopotassio;
60 ml de agua destilada; 90 ml de acetona; 50 ml de formol) no
maximo 30 minutos apos sua coleta para evitar perda de ativida-
de da enzima analisada. Seguiu-se lavagem sob agua corrente e
secagem ao ar. Apds secar, a lamina foi coberta com uma soluca_io
resultante da mistura de 9,4 ml de tampao fosfato ph 6,0-6,3

(22,4 ml de Na Hl?o4 1M mais 77,6 ml KH2P04 1M); 0,1 ml de fucsi

2
na hexazotizado (0,2 ml de fucsina 4% em HC1 2N mais 0,2 ml de
nitrito de sédio a 2%) modificado da técnica original (Li e cols.,
1973) , que utilizava pararosanilina em vez de fucsina; 0,5 ml

da solucdo de alfa naftil acetato (0,2 g de alfa naftil acetato
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em 10 ml de acetona) modificado da técnica original que utiliza
2-metoxietanol em vez de acetona. Esta solucao deve ser filtra-
da sobre a lamina. O material foi entdo incubado por 45 minutos
a temperatura ambiente. Lavou-se o material com agua corrente e
secou-se ao ar. A contracoloracao foi obtida cobrindo-se a 1ém1

na com verde de metila a 2% por dois minutos.

Cabe salientar que as modificac¢Oes com relagcdo ao emprego
de reagentes foram introduzidas com o objetivo de utilizar-se o
material disponivel no laboratorio, diminuindo-se assim o custo
do exame. Os resultados obtidos através do uso da técnica adap-
tada demonstraram-se extremamente satisfatorios, concluindo-se
que a fucsina e a acetona podem, sem perda de eficiéncia, subs-
tituir respectivamente a pararosanilina e o 2-metoxietanol nes-

ta técnica citoquimica.

Em casos de esterase nao especifica positiva, e da necessi
dade de diferenciacdo entre componentes linfoides e monociticos,
pode-se utilizar a mesma técnica descrita acima, adicionando-se

a mistura de incubacado, 15 mg de fluoreto de sodio.
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Tabela 5 - Apresentacdo dos pacientes estudados

| No | pacTENTE | Ne PROVIUARIO | 1DADE SEXO g@%l
1| D.M.B. 113645/6 58 F 300
2| a.v.L. 400166/5 59 M 4.700
3| a.s.¢. 380520/7 16 P "
4| R.S.c. 234339/0 18 F *
5| L.p.p. 402206/7 01 M 2.900
6| M.K. 402614/2 09 M 700
7| D.B.K. 398860/7 26 M 3.600
8| a.pn. 405947/3 14 F 1.400
9| c.c.n. 402772/8 49 M 5.100

10| P.M. 327527/8 03 F 4.400
11| J.A.V.L.| 405981/2 75 F 2.700
12| F.s.p. 406730/2 70 F 1.300
13| N.D.B. 405993/7 63 F 3.000
14 0.B.8. 405998/6 68 F 2.000
15| M.M.K. 410149/0 22 M 31.300
16 | A.M. 394614/2 14 F 85.600
17 | w.o.r. 366776/3 07 M 2.800
18 | N.B.G.M. | 411273/6 15 M 1.600
19| T.L.M.T.| 408657/5 37 F 800
20 | c.p.B. 411995/4 49 M 2.900
21 | M.c.T. 412682/7 28 F 145.900
22 | c.p.B. 415671/7 67 F 68.300
23| z.c.c 414914/2 69 F 24.500

* Dados ndao localizados




3 -~ RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Citoquimicas

Os resultados obtidos atraves das técnicas citoquimicas em
aspirado de medula dos 23 pacientes estudados, bem como o diag-

nostico da leucemia de cada um deles, encontram-se na Tabela 6.

Para melhor visualizagao dos resultados, os dados da Tabe-
la 6 foram agrupados, de acordo com o diagnostico, na Tabela 7.
Esta tabela descreve os resultados obtidos para cada uma das téc

nicas citoquimicas utilizadas nos diferentes subtipos de leuce-

mias.
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Tabela 6 - Resultados das citoquimicas e diagndstico para os 23 pacientes estudados

N ITONE

NQ CITOoOQUINMICATS DIAGNOSTICO
Peroxidase | fudan | pag ESTERASE R-E OBSERVACOES CLASSIFICACAO FAB

01 : 2 3 LMA - M2
_02 70% + 54% + o 55% + LMA - M4
_03 + + - LMA - M5

04 LMA - M4

05 - - + - LMA - M6

06 — + i — LMA - M6

07 + + - LMA - M2

08 % ¥ " LMA - M4

09 - - s = Fosfatase alcalina-— IMC em agudizagao

10 > - 100% + LA — 12

11 + # E LMA - M1

12 + + - LMA - M4
_13 + + - LMA - M1
_14 + + - LMA - M1

15 - - - - LLA - L2
_16 - - + - LLA - L2
I i + + - LMA - M2
_ 18 + + 5 + Inibicao por NaF + LMA - M5

19 3 + i LMA - M2
20 + + = 50% + Taiblen podmpieta LMA - M4
_21 + + 50% + Inibicdo por NaF + L. Bifenotipica
_22 + ks LMA

- e B Inibicao total por

LMA - M5

(4



Tabela 7 - Tabulacdo dos resultados obtidos nos testes citoquimicos, de acordo com o

subgrupo da leucemia apresentada pelo paciente.

Excluida desta tabela a paciente numero 22, que apresentava leucemia clas
sificada apenas como LMA.

No de P. A. S. Sudan black PEROXIDASE ESTERASE
DIAGNOSTICO
Casos  |mestadod Positivos| Testados| Positivos| Testados|Positivos | Testados|Positivos
LMA - M1 3 3 0 3 3 3 3 - -
M2 4 4 1 4 4 4 4 - -
M4 5 4 1 4 4 4 4 2 2
M5 3 3 0 3 3 2 2 2 2
M6 2 2 2 2 1 2 0 V- 0
LLA - L 2 3 3 2 3 0 3 0 2 0
LMC EM AGUDIZACAO 1 1 1 1 0 1 0 ” .
LEUCEMIA BIFENOTIPICA 1 1 1 1 1 - - 1 1

(44
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Apoiados em revisoes feitas por Schmalzl & Braunsteiner
(1971), Hayhoe & Cawley (1972) e Scott (1978) a respeito das a-
plicacﬁes de técnicas citoquimicas no estudo das leucemias agu-
das, podemos afirmar que as tecnicas de Sudan black e peroxida-
se caracterizam as leucemias mieldides agudas; P.A.S. caracteri
za leucemia eritroblastica (LMA - M6) e leucemias linfdoides: es
terase ndo-especifica caracteriza leucemias que apresentam com-
ponentes monociticos ou linfocitos tipo T. Entretanto, segundo
Twu e cols. (1987), as técnicas citoquimicas ainda apresentam
certos problemas. Se por um lado podemos identificar com relati
va precisdo granuldcitos, mondcitos e seus precursores, o estu-
do dos linfocitos ainda ndo e satisfatorio. Por exemplo, em es-
tudo realizado por Cantu-Rajnold e cols. (1986) em criancas com
leucemia linféide aguda, os resultados para as técnicas de P.A.S.,
esterase nao-especifica e fosfatase acida foram bastante varia-

dos.

Comparando-se a Tabela 3 com os dados apresentados na Tabe
la 7, podemos observar que os resultados obtidos no presente tra

balho coincidem com o descrito na literatura.

Dos 16 pacientes diagnosticados como portadores de leuce-
mia mieldide aguda, o aspirado de medula de 15 deles apresentou
positividade para a coloracao de Sudan black. Apenas um apresen
tou-se negativo para esta coloragao, sendo o paciente diagnosti

cado como portador de leucemia eritroblastica.

Os mesmos aspirados da medula dos 16 pacientes foram testa
dos para a técnica citoquimica de P.A.S., sendo 4 analises posi

tivas. Dos 4 pacientes cujos exames foram positivos, 2 foram diag
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nosticados como portadores de LMA -M6. 15 pacientes diagnosti-
cados como portadores de leucemia mieldide aguda tiveram sua me
dula testada para peroxidase, 13 apresentando resultados positi
vos, sendo os 2 pacientes cujos resultados foram negativos, diag

nosticados como portadores de LMA - M6.

Os dados acima confirmam o esperado para as leucemias mie-
loides agudas M1 a M5, que tendem a ser P.A.S. negativo e Sudan
black e peroxidase positivos. No caso de leucemia mieloide agu-
da - M6 ocorre, geralmente, positividade para a técnica deP.A.S.,

sendo Sudan black e peroxidase preferencialmente negativos.

Dos 8 pacientes diagnosticados como LMA - M4 e LMA - M5, ou
seja com presenca de componentes monociticos, a medula de 4 foi

testada para esterase ndo especifica, todos os resultados sendo

positivos (Figura 6).
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FIGURA 6 - Distensdo de medula Ossea. Leucemia mieloide aguda -
M5. 100% de células positivas para a tecnica de es-

terase ndo-especifica.

A fiqura 7, em contraposicao a figura 6, apresenta o aspec
to de uma lamina de medula O0ssea de uma leucemia n&o monocitica,
corada para esterase nao-especifica e que teve resultado negati
vo. Nota-se positividade em um mondocito normal e blastos negati

vos apresentando apenas a contracoloragdo do nucleo.

A o
WLIGTECA SETORIALS,
MSTITUTO DE BIOCIENCIAS
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FIGURA 7 - Distensdo de medula Ossea corada para esterase nao-
especifica. Leucemia nao apresentando componente mo-
nocitico. a) mondécito normal positivo. Blastos nega-

tivos.

Dos 3 pacientes que foram diagnosticados como LLA-L2, dois
tiveram sua medula Ossea testada para esterase néo-esPecifica i
sendo ambos negativos, o que nos leva a crer que as células que
deram origem a estes processos neoplasicos encontravam-se ainda
em um grau muito pequeno de diferenciacéo, néo proporcionando po
sitividade para esta técnica que também caracteriza linfdécitos
T, ou a leucemia era derivada de linfocitos B. No que se refere
ao uso da esterase nao-especifica para determinacdo de linfoci-

tos T, algumas consideracoes devem ser feitas.
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Segundo Li e cols. (1973) o uso de « -naftil acetato estera
se como substrato para a técnica de esterase nac-especifica ca-
racteriza mondcitos e megacariocitos. Pinkus e cols. (1979) apre
senta este mesmo substrato em técnicas de esterase nao-especifi
ca como marcador para linfdcitos T, salientando que, quando uti
lizado fluoreto de sodio para inibir a acao de determinadas iso
enzimas da esterase, apenas os monocitos tém sua coloracao ini-
bida, ficando os linfocitos T corados normalmente ou com colora

cdo ligeiramente mais fraca.

Durante as analises efetuadas para a realizagdo do presen-
te trabalho, foram feitas coloragoes para as esterases com O
substrato em questao, sendo também utilizado o processo de ini-
bicdo por fluoreto de sodio. Nestas coloragoes observou-se ini-
bicdo também em linfocitos T quando adicionado o fluoreto de sd
dio, o que contraria as observacoes de Pinkus e colaboradores.
Cabe salientar que a amostra estudada no presente trabalho e pe
quena, além da possibilidade de terem ocorrido problemas no de-
senvolvimento da técnica, de modo que recomendamos um maior es-—
tudo a respeito da ocorréncia de esterase em linfocitos T a fim

de resolver esta questao.

A medula dos casos diagnosticados como leucemia linfoide a
guda foi ainda testada para as técnicas de Sudan black, peroxi-
dase e P.A.S. Resultados positivos foram encontrados apenas pa
ra a técnica de P.A.S., o que corresponde ao descrito na litera
tura. A figura 8 apresenta o aspecto de uma distensao de medula
O0ssea de um paciente com leucemia linfoide aguda, corada para Su

dan black. Sendo esta coloracao especifica para granulocitos, ca
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racterizando leucemias mieldoides, o aspecto negativo dos blas-

tos €& compativel com o diagnéstico.

FIGURA 8 - Distensao de medula ossea de um paciente com leuce-
mia linfoide aguda, corada para Sudan black. a) gra-
nulocitos normais positivos. Aspecto geral dos blas-

tos negativo.

3.2 - Agudizagdo em uma Leucemia Mieloide Cronica

O paciente numero 9 apresentou quadro de leucemia mieldide

crénica em processo de agudizacgao.

Segundo Scott (1978), crise blastica é um distirbio no qual
ocorre a transicdo de uma leucemia mieldide crdnica para uma for
ma aguda. E caracterizada pelo apareciﬁento de células imaturas
demonstrando peculiaridades citoquimicas e morfoldgicas. Aproxi
madamente 90% dos individuos com leucemia mieldide crénica de-

senvolvem crise blastica, sendo esta uma das maiores causas de
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morte em L.M.C.s. Cabe salientar que a agudizacao de uma L.M.C.
€ um processo considerado comum pelos hematologistas, visto sua
freqliéncia, ocorrendo geralmente agudizacdo linféide, ou seja,
aparecimento de células imaturas da linhagem linfdide no sangue

periférico e/ou medula Ossea.

Ha casos como o relatado por Lopez e cols. (1986), em gque
um unico paciente, inicialmente diagnosticado como LLA-L1 desen
volveu LMA-M1 como um segundo distlirbio hematoldgico; ha casos
ainda como o paciente numero 21 do presente trabalho, que apre-
senta leucemia bifenotipica, com presenca de precursores leucé-
micos das séries linfoide e monocitica. E importante diferenciar
agudizagao da LMC dos casos acima pois cada um deles apresenta

caracteristicas e prognostico especifico.

O diagnostico de leucemia mieldide cronica do paciente nu-
mero 9 do presente trabalho foi possivel pela analise morfoldgi
ca das células neoplasicas diferenciadas presentes no sangue pe
riféerico. Apos diversas coloracées citoquimicas de distensdes
de medula Ossea pode-se observar que os blastos (células indife
renciadas) leucémicos apresentavam-se negativos para Sudanblack
e peroxidase, e positivos para P.A.S., o que sugere agudizagao
linfoéide (vide Tabela 7), diagndstico bastante provavel se com-

parado ao esperado em pacientes com LMC.

3.3 - Ocorréncia de Neoplasias em Aparentados dos Proban-
. .
Através do levantamento da ocorréncia de neoplasias nas 22
familias dos pacientes estudados, observamos que 7 familias apre

sentaram algum tipo de neoplasia, além do apresentado pelo pro-
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bando. Em 5 destas familias, a nova neoplasia ocorreu em paren-
tes em primeiro grau do probando. Entretanto, somente duas des-

tas familias apresentaram outro caso de leucemia.

0s dados relacionados a ocorréncia de neoplasias em aparen-
tados dos probandos estao resumidos na Tabela 8, conforme o pa-

rentesco do individuo afetado com o probandc e a neoplasia apre-

sentada.
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Tabela 8 - Numero de familias apresentando neoplasias em pa
rentes do proposito, divididas por tipo da neo-
plasia e grau de parentesco do afetado com o pro

bando
NOMERO DE GRAU DE PARENTESCO
FAMILIAS NEOPLASTIA DO AFETADO EM RELA
CAO AO PROBANDO

2 Leucemia 12 grau

2 Cancer de mama 19 grau

2 Cancer de estomago 19 grau

1 Cancer de vesicula 1?9 grau

1 Cancer de bexiga 19 grau

1 Cancer de esﬁfago 19 grau

1 Cancer de bexiga 29 grau

1 Neoplasia néo especificada 29 grau
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Varias anormalidades congénitas podem ser associadas e leu-
cemias, como a sindrome de Wiskott-Aldrich; sindrome de Blackfan
Diamond; deficiencia familial de peroxidase, entre outros. (Gunz
e cols., 1983). Em uma reviséo de 973 casos de cancer na infan-
cia feita por Green em 1986 foram encontradas 13 familias nas
quais um irmao do probando desenvolveu alguma forma de cancer ,
também durante a infancia. Entre estas 13 familias 6 apresenta-
vam pelo menos um dos afetados com leucemia, sendo assim distri-
buidos os casos: 2 casos em que ambos irmdos apresentaram LLA; 1
caso em que um dos afetados apresentou LLA e o outro apresentou
Disturbio de Hodgkins; 1 caso em gque um dos afetados apresentou
LMA e o outro teratoma maligno; 1 caso em que um dos afetados a-
presentou LLA e o outro neuroblastoma; 1 caso em que um dos afe-
tados apresentou LMA e o outro craniofaringioma. Apesar dos re-
sultados relatados acima, nao foi possivel estabelecer uma rela-
cao exata que possa determinar uma associacao entre estas formas

de cancer e as leucemias identificadas em irmaos.

O presente trabalho, através do levantamento de dados rela-
tivos a ocorréncia de neoplasias em aparentados dos probandos

(Tabela 8), tentou determinar uma associacao entre as formas de

cancer observadas e leucemias.

Nao foi encontrada nenhuma forma de cancer que se repetisse
entre os aparentados dos leucémicos, em freqgfiéncia que permitis-

se sugerir alguma associagao.

Cabe salientar que para que seja feita qualquer afirmagao
mais conclusiva, o tamanho da amostra estudada deve ser aumenta-

da. Para tal, sugerimos que este tipo de levantamento prossiga
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nos proximos anos.

3.4 - Leucemia Familial: possibilidade de heranca genética

No presente trabalho, entre as 22 familias estudadas, foram
encontradas duas familias que apresentavam 2 parentes em 19 grau
com leucemia. E interessante notar que o esperado de ocorréncia
de leucemia familial em parentes em 19 grau, segundo Gunz e cols.
(1983) é entre 2 e 3% e foi localizado nesta pequena amostra o e
quivalente a 9,1% de ocorréncia de leucemia familial em parentes
em 19 grau. Na figura 9 encontram-se as genealogias destes 2 ca-
sos, com os dados que foram possiveis de localizar até o momento,
sendo, a partir de agora as duas familias denominadas respectiva

mente de familias A e B.
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FAMILIA A FamiLia B
+ <;:) +
+ + =
LMA-M4 LMA-MS5 LMA-N2

L ’

FIGURA 9 - Familias em gque houve ocorréncia de leucemias em pa-
rentes em primeiro grau dos probandos. Abreviacgoes: L,
leucemia nao especificada; LMA-M5, leucemia monociti-
ca aguda; LMA-M4, leucemia mielomonocitica aguda; LMA
M2, leucemia mieldoide aguda; CEF, cancer de esdfago ;
CET, cancer de estomago; CM, cancer de mama; +, indi-

viduo ja falecido.

FAMILIA A - Paciente numero 3, sexo feminino, 16 anos, por-
tadora de leucemia mieldoide aguda - M5. Paciente numero 4, irma
mais velha da paciente 3. Tinha 18 anos ao ser diagnosticada co-
mo leucemia mieloide aguda - M4. De acordo com os dados familia-
res averiguados, o pai das pacientes faleceu de cancer de es@fa—

go e a mae destas apresentou cancer de mama.

FAMILIA B - Paciente 19, do sexo feminino e 37 anos, apre-

sentando leucemia mieldide aguda - M2. Dois anos antes de aptre-
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sentar quadro leucémico sofreu retirada de um nédulo maligno da
mama, recebendo, como terapia 28 sessdoes de radioterapia. O pai
da paciente faleceu com cancer de estdmago e a mae faleceu apre-

sentando leucemia nao especificada.

A paciente 19 deve ser estudada sob dois aspectos; primeiro
levando-se em conta a possibilidade de heranga genética da leuce
mia, visto ambos os pais apresentarem neoplasias, o que ja € um
indicio de aumento de susceptibilidade a ocorréncia de outras neo

plasias na familia.

Deve-se levar em conta também, o fato de a paciente ter a-
presentado uma neoplasia (cancer de mama), e ter sofrido radiote

rapia.

Rosner (1976) relata varios casos em que houve desenvolvi-
mento de leucemia aguda apos quimioterapia e/ou radioterapia em

pacientes que apresentavam algum outro tipo de neoplasia.

Os dados levantados até o presente momento a respeito des-
tas duas familias n3o permite uma conclusao exata a respeito de
herdabilidade ou ndo da leucemia familial em questdo. Novos estu
dos deverdao suceder-se com a obtencao de mais dados destas fami-
lias, ampliando, na medida do possivel, o estudo das genealogias

no sentido horizontal e vertical.

Familias com dois ou mais casos de leucemia s&o as evidén-
cias mais fortes para suportar a tese de que ha um fator genéti-
co responsavel pelo desenvolvimento desta neoplasia. Muitos ca-
sos de leucemia familial tém sido relatados. Dentre estes casos

podemos citar aqueles em que ha ocorréncia de mais de um indivi-
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duo com leucemia mieldéide aguda em uma mesma familia, tais como
os descritos por Heath & Moloney (1965), McPhedran e cols. (1969),
Snyder e cols. (1970), Kaur e cols. (1972), Green (1986) , entre

outros.

Ha ainda casos de leucemia linfoide cronica familial, como
o relatado por Fraumeni e cols. (1969) ou casos de leucemia fami
lial associada a monossomia do cromossomo 7; Chitambar e cols.
(1983), Paul e cols. (1987). E conhecido que alguns individuos a
presentam uma maior susceptibilidade a desenvolverem leucemia.
Sio estes individuos os que apresentam alguma anormalidade cro-
mossdmica, tais como a trissomia do 21 ou sindrome de Down, a mo

nossomia do 7, e anormalidades nos cromossomos sexuais (Gunz e

cols., 1983).

Os casos aqui apresentados, embora nao cariotipados, nao a-
presentam dados clinicos compativeis a sindrome de Down ou anoma
lias dos cromossomos sexuais. Os dados sobre a cariotipagem das
células de suas medulas ndo encontram-se, ainda, a nossa disposi
cao, para que seja efetuada alguma relacao com clones de células

cromossomicamente anormais e o desenvolvimento da leucemia.



4 - RESUMO E CONCLUSAO

0 presente trabalho consta de um estudo citoquimico em 23 pa
cientes leucémicos do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)
e levantamento de dados relacionados a ocorréncia de neoplasias
em aparentados destes pacientes. Os objetivos do trabalho foram:
I - o estabelecimento das técnicas citoquimicas para esterase nao
-especifica, fosfatase alcalina e Sudan black na rotina da Unida
de de Hematologia do HCPA; II - a avaliacao da eficiéncia destas
técnicas no diagnostico de leucemias; III - a tentativa do esta-
belecimento de associacao entre as leucemias e algum outro tipo

de neoplasia em aparentados dos probandos.

Apos a analise dos resultados podemos concluir que as técni
cas citoquimicas introduzidas na rotina do HCPA foram de grande
ajuda no diagnostico de determinados casos de leucemia, condizen
do os resultados obtidos com o descrito na literatura. Com o au-
xilio das técnicas citoquimicas implantadas, o diagnostico de pa
cientes leucémicos internados no HCPA tornou-se mais rapido, fa-

vorecendo o inicio de uma terapia adequada.

Nao observamos associagdo entre a ocorréncia de leucemias e °
as diversas outras neoplasias encontradas. Resultados mais con-

clusivos poderao ser obtidos com a continuidade do presente estu
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do e consegllente aumento amostral. Um estudo mais aprofundado das
familias, tais como a A e B, gue apresentaram dois casos de leu-

cemia em parentes proximos dos probandos, podera levar a achados

mais conclusivos.
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6. APENDICE

Ficha de acompanhamento
Ficha n@o:

Data:

Dados Pessoais:

Nome:

Registro de Prontuario:

Data de Nascimento:

Local de Nascimento:

Sexo:

Cor:

Profissao:

Trabalha em ambiente insalubre?

Identifique:

Dados Relacionados a Familia:

Historia Familiar de Neoplasias e/ou Doencgas Hematologicas:

Dados Laboratoriais do Paciente:

Niumero de LeucoOcitos: Blastos
nao Blastos %

Numero de plaquetas:
Hematocrito:

Acido Orico:
Medulograma:
Imunofenotipagem:

Citogenética:



Citoquimica:
% Positivo ¢ Padrao Resultado

P.A.S.

Peroxidase

Sudan Black

Esterase ndo Especifica
Esterase Cloroacetato
Fosfatase Alcalina
Fosfatase Acida

Diagnostico:

Observacoes:






