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I N T R O D U Ç A O 

As principais neoplasias do sistema hematopoiético podem 

ser classificadas em : policitemia vera (P.V.), mielofibrose idi~ 

patia (I.M.F.), linfomas de Hodgkin (H.D.) , linfomas não- Hodgkin 

(N . H.L.), mieloma múltiplo (M.M.), leucemias crônicas (C.L.) e 

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

A diferenciação entre estas neoplasias é feita através da 

análise clínica (sinais e sintomas) e dados laboratoriais. Além 

destes, a utilização da história familial , gestacional e ocupa-

cional do paciente pode ser útil para o diagnóstico, 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 leucêmi-

cos e , para sua melhor compreensão , torna-se necessário as se-

guintes considerações. 
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1 - L E U C E M I A S 

1 . 1 - Definição de Leucemia 

Leucemia é uma doença sistêmica do aparelho hematopoiético, 

caracterizada por uma proliferação anômala, de caráter neoplás! 

co dos elementos sangüíneos, com presença ou não destes elemen-

tos no sangue periférico. Cli nicamente caracteriza-se como uma 

doença proliferativa de curso progressivo e na maioria das ve-

zes irreversível do tecido hematopoiético . 

Existem ainda outras definições de leucemia , havendo entre 

e l as discordâncias . Alguns autores discutem a utilização genér! 

ca do termo leucemia , defendendo a idéia de que este deva res-

tringir- se aos casos de neoplasias dos glóbulos brancos (leucó-

citos) . 

Apesar disto , atualmente o termo leucemia é usado generic~ 

mente e define urna neoplasia do tecido hematopoiético, de cará-

ter proliferativo • 

1 . 2 - Classificação das Leucemias · 

Os critérios de classificação dos diversos tipos e subti-

pos de leucemias são variáveis, o que ocasiona graves problemas 

no momento em que pretendemos comparar diferentes casos de leu-
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cemia, diagnosticadas por diferentes especialistas. Na tentati

va de minimizar as divergências foram estabelecidos critérios 

básicos. 

De acordo com o grau de maturação das células leucêmicas , 

podemos dividir as leucemias em: a) crônicas, quando há predoml 

nio de células diferenciadas ou maduras e b) agudas , quando há 

predominio de células indiferenciadas ou imaturas, chamadas ge-

nericamente de blastos . Em sua tipica evolução a leucemia aguda 

ocasiona infiltração e substituição da medula óssea normal por 

progenitores imaturos de leucócitos linfóides ou mielóides. Es-

se acúmulo anormal de elementos celulares imaturos na medula os 

sea , ocasiona problemas de ordem quantitativa na hematopoiese de 

todas as células a li produzidas , provocando diminuição do núme-

ro de leucócitos diferenciados (matures) no sangue, plaquetes e 

eritrócitos. 

Com base na hematopoiese normal (Figura 1) as leucemias , 

tanto agudas como crônicas, podem ser classificadas de acordo 

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

lóides . 

As leucemias linfóides podem ser provenientes de linfóci

tos T ou B e as mielóides de elementos monoclticos, granuloclt! 

cos ou eritroclticos , o que acarreta a formação de subgrupos. A 

classificação destes subgrupos é inequivoco para as leucemias 

crônicas , uma vez que são definidas como aquelas onde há predo-

mlnio de células diferenciadas ou maduras. Já para as leucernias 

mielóides agudas, onde há predominio de células indiferenciadas, 

a exata classificação e definição destes subgrupos torna-se di-
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Célu
la B 

(j 
Célula 

Tronco 

((?& 
~ 
BFU-E 

@ 
CFU-E 

~ 
@ 

@~CFU-GM ~ 
Linhagem ~ 
Mie1óide '\. 

@) 
CFU-EO 

~~ 
CFU-r1ega 

Megacariócito 

o 
Eritrócito 

(}) 
Monócito 

~ 
Eosinófilo 

FI GURA 1 ·- Esquema de diferenciação nor~al das células do sangue, 

hematopoiese. BFU-E , progenitor eritrocítico; CFU , un! 

dade formadora de colônia,conforme Koeffler e Golde 

(1981) . 
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fícil e variável. 

Em 1976 reuniu- se um grupo de hematologistas, que ficou c~ 

nhecido como "French-American-British co-operative group" (FAB) 

que, com o objetivo de unificar a classificação e nomenclatura 

das leucemias agudas, desenvolveu a classificação FAB, sendo es 

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

1 . 2.1 -Classificação das l eucemias linfóides agudas 

A leucemia linfóide aguda (LLA) , tem como característica 

principal o comprometimento das células leucêmicas com a linha

gem linfóide , apresentando ou não linfoblastos (elementos imatu 

ros da série linfóide ) em quantidade no sangue periférico. A do 

ença pode ocorrer em indivíduos de qualquer idade, embora seja 

mais freqüente em crianças, com o pico de maior incidência ao r~ 

dor de três anos de idade (Wintrobe, 198 1 ). A LLA é fatal na au 

sência de tratamento , mas, pode apresentar aumento de sobrevida 

se a criança for submetida a vigorosa terapia. A freqüência 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

caçao FAB das leucernias linfóides agudas, baseados principalme~ 

te em critérios citomorfológicos de distensões de medula óssea, 

subdividindo- as em três grupos que receberam a denominação de 

LLA-L1, -L2 e - L3. 

1.2.1.1 -Leucemia linfóide aguda- L1 

Morfologicamente , a LLA- L1 caracteriza-se pelo predomínio 
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de cilulas pequenas , com nficleo regular e cromatina homogªnea, 

na maioria das vezes. O nucliolo é muito pequeno e, às vezes, não 

visível. O citoplasma e escasso apresentando pouca vacuolização 

(Bennett e cols ., 1976). Segundo Bennett e cols. (1981), sua o

corrência i maior em crianças (ati 15 anos de idade) . 

1.2.1.2- Leucemia linfóide aguda- L2 

A LLA- L2 caracteriza-se morfologicamente pela presença de 

células grandes, com formato nuclear irregular e presença de um 

ou mais nucliolos bastante grandes. A quantidade do citoplasma 

é variável, mas geralmente é moderadamente abundante (Bennett e 

cols., 1976). Diferenciando-se da LLA- L1, sua ocorrência i maior 

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

1.2.1.3- Leucemia linfóide aguda- L3 

A presença de células leucêmicas grandes com núcleo regu

lar, forma oval a circular , com cromatina finamente granulada e 

homogênea , apresentando um ou mais nucléolos proeminentes, e um 

citoplasma com vacúolos bastante visíveis caracterizam a LLA-L3 

(Bennett e cols. , 1986). Uma das características mais marcantes 

da LLA- L3 i a presença de antígenos específicos de linfócitos B, 

detectados através do anticorpo rnonoclonal smrg. A LLA-L3 não 

apresenta faixa etária característica para a sua manifestação 

(Bennett e cols. , 1981) . 

1.2.2- Classificação das leucemias mielóides agudas 

De acordo com a classificação FAB (Bennett e cols., 1976 e 

1985), as leucemias mielóides agudas (LMA), dividem- se em sub-
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grupos denomina dos M1, M2 e M3 quando apre sentam diferenciação 

granulocitica; M4 quando apresentam dife renciação tanto granulQ 

citica quanto monocítica; MS com diferenciação monocítica pred~ 

minante; M6 com predomínio de diferenciação eritrocitica;M7 com 

diferenciação megacariocítica. A diferenciação do s subgrupos es 

tá , muitas ve zes embasada, em definições quantitativas. 

1 . 2.2.1 - Leucemia mieloblástica aguda- M1 

A LMA-M1 caracteriza- se pelo predomínio de mieloblastos, e 

e considerada uma leucemia mieloblástica aguda sem maturação. 

Por definição, mais de 90% das células são não eritróides; pelo 

menos 3% dos blastos devem ser peroxidase ou sudan black posit! 

vos (Bennett e cols. , 1976). 

1.2 . 2 . 2 - Leucemia mieloblástica aguda - M2 

A LMA-M2 é denominada de leucemia mieloblástica aguda com 

maturação. Mais de 50% das células da medula ósse a sao mielo

blastos e promielócitos. Diferentemente de M1, na M2 podem ser 

observados mielócitos, metamielócitos e granulõcitos maduros em 

proporçoes variáveis. Deve possuir , por definição, menos de 20% 

de monócitos , e mais de 10% de promielócitos normais (Bennett e 

CO 1 S , 1 1 9 8 5 ) • 

1.2.2.3- Leucemia promielocítica hipergranular- M3 

A LMA-M3 é considerada urna variante do subgrupo M2. É im

portante distinguir os promielóci tos presentes em M2 e em M3 1 

visto que os primeiros sao normais enquanto que os da M3 são hi 

pergranulares com grânulos que podem va r i ar de no rmais a ovala-
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dos, núcleos bilobados e presença de "feixes" de bastões de Auer 

(
11 faggots") no citoplasma, estes "faggots" são característicos 

do subgrupo M3 (Gralnick e cols . , 1977). 50 a 100% dos blastos 

são peroxidase positivos. Pequena parcela de blastos pode apre

sentar positividade difusa para P.A.S. ("reação ao ãcido peri6-

dico de Schiff", Tomonaga e cols., 1985) . Ainda na medula ossea , 

podem ocorrer eosin6filos, bas6filos ou ambos, em diferentes pr~ 

porcoes . 

1 .2. 2.4 - Leucemia mielomonocítica aguda - M4 

Na LMA-M4 há predomínio de mieloblastos e monoblastos na m~ 

dula, em proporções variãveis. Em geral aparece maior número de 

mon6citos no sangue do que na medula (Wintrobe, 1981). Na medu

la 6ssea mais de 30% das células não eritróides, devem ser blas 

tos. A soma dos mieloblastos, promielócitos, miel6citos e gran~ 

lócitos maduros deve estar entre 30 a 80% das células não eri

tr6ides. Mais de 20% das células não eritróides devem pertencer 

à linhagem rnonocítica, em diferentes estãgios de maturação, ge

ralmente promonócitos e monócitos. Caso esta percentagem ultra

passar a 50 a leucemia é classificada como MS (Bennett e cols ., 

1985) . 

1.2.2.5- Leucemia monocltica aguda- MS 

A leucemia monocítica aguda existe em duas formas distin

tas, uma MSA em que quase a totalidade das células são blastos, 

e outra MSB em que hã uma grande proporção de células em está

gios de maturação posteriores à promon6citos (Gralnick e cols., 

1977). Considera- se uma leucemia monocitica aguda do tipo MSA 
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aquela na qual 80% ou mais de todos os monócitos sao monoblastos 

e MSB quando menos de 80% de todos monóci tos sao monoblastos , 

sendo os restantes predominantemente promonóticos e monócitos. 

1.2.2.6 - Eritroleucemia aguda- M6 

Em uma eritroleucemia aguda o sangue e a medula podem con

ter precursores eritrocíticos em vários estágios de maturação, 

mas proeritroblastos são as células predominantes. O componente 

eritropoiético usualmente excede 30% de todas as células nuclea 

das da medula óssea (Gunz e cols., 1983) e os eritroblastos apr~ 

sentam-se com aparência bizarra e anormal, como: aspecto megal~ 

blástico, binucleação, fragmentação nuclear e presença de vacú~ 

los citoplasmáticos . Em uma eritroleucemia aparecem eritrobla~ 

tos no sangue periférico, sendo uma característica marcante des 

tes eritroblastos sua forte positividade ao P.A . S. (Bennett e 

cols . , 1985). 

1.2 . 2.7 - Leucemia Megacarioblástica aguda- M7 

A leucemia megacarioblástica aguda foi recentemente incluí 

da na classificação FAB, sendo caracterizada como uma leucemia 

em que ocorre grande quantidade de pequenos megacarioblastos m~ 

nonucleados infiltrados na medula óssea. Em seu desenvolvimento 

a LMA- M7 pode atravessar um momento de transição onde se carac 

terizará corno urna mielodi splasia, especificamente como mielofi

brose. A expectativa de sobrevida para P,acientes com LMA-M7 rar~ 

mente excede um ano , sendo normalmente de poucos meses. A LMA-M7 

apresenta peroxidase e esterase não-específica negativa (Jandl, 

1987) • 
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1.2.3- Leucemia linfóide crônica (LLC) 

A leucemia linfóide crônica caracteriza- se por apresentar 

grande quantidade de pequenos linfócitos no sangue periférico. 

t comum na LLC a infiltração dos nódulos linfáticos, tecidos e 

órgãos do sistema hematopoiético, por linfócitos . 

Um dos principais sinais observados em pacientes acometi

dos por LLC e o lento e gradual aumento de tamanho dos linfono

dos e órgãos do sistema hematopoiético, tais corno o baço. Ape

sar desta infiltração ser , em alguns casos, bastante significa

tiva tanto em volume quanto em quantidade, não produz danos fun 

cionais na área infiltrada. 

Considera- se provável que existam diferentes subtipos de 

LLC sendo estes classificados em LLC de células T e LLC pura ou 

leucemia prolinfocítica (Wintrobe , 1981). 

1.2 . 4 - Leucemia mielóide crônica (LMC) 

A leucemia rnielóide crônica é caracterizada por uma grande 

elevação na contagem de leucócitos, resultante de um aumento em 

quantidade das formas maduras dos granulÓcitos. A LMC ocorre com 

maior freqüéncia em homens, sendo que a maior parte dos indiví

duos que apresentam esta neoplasia são jovens ou adultos jovens. 

Em termos de diferenciação da LMC de acordo com prognósti

co e resposta à terapia pode-se distinguir as LMC com presença 

de cromossomo Philadelphia (descrito posteriormente) ou ausen

cia do mesmo . 

As principais causas de morte sao infecções e hemorragias, 
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muitas vezes associadas com urna crise blástica. Esta crise blás 

tica caracteriza-se pelo aparecimento de grande quantidade de 

precursores imaturos de granulócitos no sangue periférico (Win

trobe, 1981). 

1.3- Importância das Técnicas Citoquímicas no Diagnóstico 

de Leucemias 

A classificação de leucemias agudas , baseada apenas no uso 

da coloração de rotina para distensões de sangue periférico e m~ 

dula óssea , é extremamente difícil , senão impossível. Interpre

tações conflitantes são bastante comuns quando urna mesma lâmina 

é analisada por mais de um especialista. Recentes avanços em téc 

nicas quimioterápicas requerem um diagnóstico bem mais exato dos 

vários tipos e subtipos de leucernias , de modo a permitir uma es 

colha efetiva do agente quirnioterápico. 

Para resolver os problemas acima, cada vez mais os labora

tórios de análises clínicas e hospitais utilizam as técnicas ci 

toquírnicas de coloração. 

As técnicas citoquímicas sao extremamente utilizadas para 

diferenciação de leucemias agudas visto que nestas leucemias as 

células envolvidas apresentam- se em estágio imaturo (blasto) 

sendo , portanto , difícil e até mesmo impossível sua identifica

çao morfológica . Nas leucemias crônicas as técnicas citoquímicas 

não encontram campo muito amplo de atu~ção pois as células leu

cêmicas encontram- se em estágios maduros de diferenciação, sen

do morfologicamente diferenciáveis. Com base nas afirmações ac! 

ma , o presente trabalho apresenta ênfase em relação ao estudo 
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das leucemias agudas. 

Segundo Schmalzl & Braunsteiner (1971)estas técnicas estão 

baseadas na determinação e demonstração da presença de certas 

organelas subcelulares , suas enzimas ou constituintes químicos, 

identificando, assim, o grau de maturação e diferenciação da po 

pulação de células leucêmicas ou mesmo de células em desenvolvi 

mento normal. 

Podemos observar na Tabela 1 o padrão de células normais 

quando coradas através das técnicas citoquimicas utilizadas no 

presente trabalho, e na Tabela 2 o padrão de células leucêmicas 

para as mesmas citoquímicas. Nota-se, comparando estas duas ta

belas, pequenas variações nos padrões de coloração, mas cabe s~ 

lientar que , em determinados casos estas pequenas variações sao 

consideradas como marcadores para uma determinada leucemia. 

As tabelas 3 e 4 apresentam a especificidade celular das 

citoquímicas, seus principais usos e padrões em diversos tipos 

de leucemias . 

Recentes avanços nas técnicas citoquímicas têm fornecido 

grande precisão na caracterização dos vários tipos de células 

sangüíneas humanas e, portanto, caracterização das leucemias cor 

respondentes . 



Tabela 1- Caracterização citoquírnica das células sangüíneas normais : 

Esterase 
. 

Per oxidase Sudan P .A. S. não- específica Fosfatase 
a-naphtyl-ace- alcalina 

tato 

Blastos - - a ± + - -

Mielócitos ++ + a ++ ± - ± 

Metarnielócitos ++ + a ++ + - -

Neutrófilos ++ + a ++ ++ - a ± ± a + 

Eosinófilos ++ + a ++ - - a ± ± a ++ 

Basófilos - + a ++ - - -

Linfócitos - - ± + -

Monócitos ± a + + + ++ -

Proeritroblastos - - - - -

Eritroblastos - - - - -

Megacariócitos - ± + ++ ± 

Escore de símbolos: -, negativo; ±, questionável; + , positivo; ++, positividade muito nítida. 

Segundo Oliveira (1985) sendo esterase não específica , conforme Yarn e cols . (19 71). 



Tabela 2 - PadrÕes citoquimicos para células leucêmicas, utilizados na classificação e diag

nóstico de leucernias . 

Este rase 

Peroxidase Sudan P.A . S. não- especifica Fosfatase 
a - naphtyl - ace- alcalina tato 

Linfócitos T - - + ++ -

Linfócitos B - - + - -

Monócitos + ± ± ++ -

Granulócitos ++ ++ ± - + 

Mieloblastos ++ ++ - - a ± ± 

Promielócitos ++ ++ - - a ± ± 

Neutrófilos ++ ++ - a ± - a ± ++ 

~osinófilos ++ ++ - a ± - a ± -

Basófilos ± + ± ± + 

Eritroblastos - - + + -

Escore de símbolos: - , negativo; ±, questionável; +, positivo; ++, positividade muito nítida . 

Conforme Yarn e co1s . (1971); Schmalzl & Braunsteiner(l971); Scott(l978) e Li(l981). 
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Tabela 3 Especificidade celular das citoquírnicas e usos prin

cipai s 

Citoquímica Especificidade celular Usado na 
identificação de 

Ester as e Monócitos; Linfócitos T LMA - M4 
não-especifica LMA - MS 

Peroxidase Granulócitos; Monócitos LMA 

Sudan black Granulócitos LMA 

P.A.S. Eritroblastos; Linfócitos LMA - M6 
LLA 

Fosfatase Neutrófilos LMC 
alcalina 

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

Tabela 4 - Citoquimicas em diversos tipos de leucernias agudas 

M1 e M2 M3 M4 MS M6 M7 LinfÓi-
de 

Esterase 
não- específica - - + a ++ + a ++ - - + 

Peroxidase - a + ++ + a ++ -a+ - - -

Sudan + 
-a + ++ + a ++ - a + - * -

P.A.S. -a 
+ - -a + + -a+ + a ++ * 

+ -a ++ 

Fosfatase 
alcalina + + + a ++ + a ++ + - * +a ++ 

Escore de símbolos: -, negativo; ~' questionável; +, positivo; 
++, positivo forte. 

* dados não localizados. 

Conforme Kaplow (1 968) , Schmalzl & Braunsteiner (1971) e Jandl 

(1987). 
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1 . 3.1 -Caracterização das técnicas citoquímicas utilizadas 

1 . 3 . 1 . 1 - Peroxidase 

A presença da enzima peroxidase é característica dos leucó 

citos granulócitos , sendo um Ótimo marcador para as leucemias 

mielóides . A presença da peroxidase é demonstr ado através do u -

so de dihidroclor eto de benzidina (Kaplow , 1965 ) que funciona co 

mo substrato a ser oxidado pel a enzima . O composto oxidado é in 

solúvel e precipita na forma de grânulos ou cristais marrons ou 

negros no citoplasma das células positivas (Figura 2). É possí

vel quantificar células posi t i vas e negativas através de obser-

vaçâo ao microscópi o Óptico . 

FIGURA 2 - Distensão de sangue periférico corado para Peroxida-

se. a ) Leucócito granulóci to apresentando positivida 

de em blocos . b ) Leucócitos negativos . 

1 . 3.1 . 2 - Reação ácido periódico- Schiff (P.A . S.) 
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Caracteriza-se pelo uso de ácido periódico e reagente de 

Schiff, corando especificamente o glicogênio e mucopolissacarl-

deos presentes no citoplasma dos leucócitos e precursores eri

trócitos. 

Segundo Wis l ocki e cols. (1949) todos os granulócitos apr~ 

sentam reação positiva , em diferentes graus, para o PAS. Blas-

tos são normalmente negativos, podendo os eritroblastos aprese~ 

tarem positividade variada (Quaglino & Hayhoe, 1960). 

Segundo Astaldi & Verga (1957) esta técnica citoquímica p~ 

de ser usada como marcador para leucemias linfóides agudas pois 

os linfoblastos leucêmicos apresentam positividade aumentada p~ 

ra PAS. Esta afirmação é ainda hoje bastante discutida, pois p~ 

dem ocorrer leucemias linfóides agudas PAS negativas. 

A positividade para o PAS é observada pelo aparecimento no 

citoplasma de grânulos vermelhos ou coloração difusa vennelho in 

tenso. (Figura 3) 
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FIGURA 3 - Dis tensão de sangue periféri co de um paciente leucê-

mico , corado par a P . A. S . a} Leucócitos apresentando 

positividade em grânul os. b) Leucócitos apresentando 

positividade difusa. 

1 . 3 . 1.3 - Sudan Black 

A t écnica de Sudan Black caracteriza- se por corar lipídios 

presentes no citoplasma das células. Segundo Dacie e Lewis (1984) 

esta técnica cora a membrana lipÍdica dos grânulos que alojam a 

mi eloperoxidase . É uma técnica específica para granulócitos e m~ 

nóci tos sendo utilizada na identificação de leucemias mie lóides. 

Os lipíd ios , após serem corados com Sudan apresentam coloração 

preta, em grânulos ou difusa , que pode ser observada em micros-

cópio óptico (Figura 4). 



23 

FIGURA 4 - Distensão de sangue periférico corado para Sudan black . 

a) Granulócitos positivos . b) Leucócitos negativos. 

1.3.1.4 - Esterase não-especifica 

A positividade para esterase não- específica, deve-se à pr~ 

sença de diferentes formas de esterases, que atuam sobre um mes 

mo substrato não especifico, resultando no aparecimento de col~ 

raçao marrom avermelhada no citoplasma das células. Esta técni-

ca caracteriza-se por corar especificamente monócitos e linfóci 

tos T. Segundo Pinkus e cols. (1979) a positividade em linfóci 

tos T e focal e característica, podendo ser utilizada como mar-

cador para leucernias linfóides. Em monócitos a colo ração é difu 

sa (Figura 5). 
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FIGURA 5 - Distensão de sangue periférico corado para Esterase 

não-específica . a ) Leucócitos segmentados negativos. 

b) Linfócito T apresentando positividade focal. c) Mo 

nócito apresentando positividade difusa . 

Em monócitos a coloração é i n ibida pelo uso de fluoreto de 

sódio , o que não acontece com os linfócitos T que mantém sua co 

loração. Segundo Li e cols. (1 973 ) isto acontece pois a positi

vidade nos linfócitos T e monócitos é dada por diferentes isoe~ 

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

1 .4- Fatores Genéticos~ Neoplasfas 

O desenvolvimento de urna neoplasia se caracteriza por alt~ 

raçoes no comportamento de uma célula ancestral, que foi ante-

riormente uma célula normal . Como resultado desta alteração, as 
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células cancerosas perdem o controle de sua proliferação forma~ 

do um clone de células que não respeitam os limites de sua posi 

çao, invadem tecidos adjacentes e não cumprem função equivalen

te à da célula normal que lhe deu origem, embora mantenham al

gumas de suas propriedades. Estes fatores sugerem que uma alte

raçao no DNA celular, portanto um carácter hereditário, seja re~ 

ponsável pelo desenvolvimento neoplásico. Na procura do estabe

lecimento destes fatores, o passo importante foi a descoberta 

dos vírus oncogênicos. O primeiro vírus oncogênico foi descrito 

por Rous (1910) o que lhe valeu o Prêmio 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 transformação de fibroblastos de embrião de hamster em 

células cancerosas através da infecção em vírus 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 pequ~ 

no complemento de DNA viral, os oncogenes, são capazes de indu

zir dezenas de modificações celulares, estruturais e comporta

mentais, estabelecendo-se assim o papel pleiotrópico dos oncog~ 

nes. 

A luz da lógica, as investigações dirigiram-se a procura 

de mecanismos análogos de transformação, ou seja mutagênicos qui 

micos e físicos, que não introduzem novo material genético à c~ 

lula a ser transformada, mas sim alterem a informação genética 

pré- existente. A transformação celular foi obtida pelo tratamen 

to com mutagênicos, e bem mais, o DNA de células transformadas 
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foi capaz de transformar células sãs, enquanto que o DNA de ce

lulas normais não o fez . Também tumores espontâneos passaram a 

ser utilizados como doadores de DNA para a transformação de ce

lulas normais, e entre estes estão os tumores humanos como o car 

cinoma de bexiga, do colon, do pulmão, fibrosarcomas, neuroblas 

tomas e as leucemias . Se a seqüência de DNA tumoral pode trans

formar células , independentemente de sua espécie e tecido de o

rigem , há um "princípio transformante" comum . As técnicas de elo 

nagem gênica tornaram possível determiná- lo com uma simples se

qüência de DNA, carregando um Único gene com estrutura defini

da, o oncogene celular . Hoje sabe- se que as células normais po~ 

suem tais genes, sob a forma de proto- oncogene (c-one) , que apos 

pequenas alterações, transformaram- se em oncogenes (onc). Há 

fortes evidências de que os c-one estão envolvidos no desenvol

vimento e crescimento celular normal, o que é reforçado pela o~ 

servação de que estes são altamente conservados na escala evolu 

tiva . Como exemplo de transformação ternos o oncogene ras, isola 

do de tumor de bexiga humana e comparado com o proto-oncogene 

r as de bexiga humana normal, mostrando a substituição de um ún! 

co nucleotídio; logo uma mutação pontual como causa da mudança 

c-onc__.onc . Foi ainda demonstrado que um c-one, sujeito a foE_ 

te regulação positiva, através de regulador viral por infecção, 

ou rearranjos cromossômicos, e capaz de ser transcrito com gra~ 

de eficiência, o que resulta na transformação celular. A ampli

ficação gênica de oncogenes tem sido demonstrada em células tu

morais (Yunis, 1983). 

Desta forma pode-se inferir quatro mecanismos genéticos de 

transformação celular: 1- infecção por material genético viral; 
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2- mutação no proto- oncogene: 3- rearranjos cromossômicos; 4- am 

plificação gênica . 

De acordo com Faber (1 98 4 ) o desenvolvimento neoplásico não 

é o resultado de uma única alteração celular hereditária, mas , 

na realidade envolve alterações específicas, independentes . Es-

tas modificações podem ser divididas em três etapas: 1- inicia-

ção, que r esulta em mudanças hereditárias irreversíveis na célu 

l a alvo (d e scrit as acima ); 2- promoção , a célula iniciada pode 

permanecer dormente até que agentes promotores (não rnutag~cos) 

estimulem sua expansão; 3- progressão , com a expansão da popul~ 

çã o de cél ulas tumo rais , futur as modificações podem levar a se-

leção de células mais malignas (Bradshaw , 1986) . 

Como exemplo do processo de promoçao podemos referir os f~ 

tores de crescimento (PGFs ), que é um grupo heterogêneo de pol! 

peptídios . Num primeir o passo , todos os fatores de crescimento 

ligam- se a receptores na super f í cie da célula alvo. Esta liga-

çao gera sinais intracelulares que levam a numerosas respostas 

biológicas e bioquími cas , incluindo a síntese de DNA. Existem 

evidências de que a transformação é o resultado da alteração de 

alguns elementos do mecanismo mitótico normal . O fato de que~ 

gumas células transformadas secretam polipeptídios mitogênicos , 

sugere uma auto-regulação (Sporn e Todaro, 1980). Há exemplos 

em que o próprio oncogene codifica um fator de crescimento. Ou-

tros oncogenes codificam receptores pa~a fatores de crescimento 

que podem ter atividade de proteína-tirosinoquinase, enzima que 

r egula a fosfor ilação de proteínas e fosfolipídios , que irão fun 

cionar como elementos de transducção do citoplasma no núcleo . ~ 
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xistem aqueles oncogenes que codificam proteínas com atividade 

tirosino quinase unicamente e finalmente aqueles que codificam 

sinais para a transcrição e replicação do DNA . (Bradshaw, 1986; 

Bishop, 1982 e 1986; Newmark , 1987). 

No processo de alterações progressivas, é freqüente o en

contro de alterações cromossômicas aleatórias (verificadas em c~ 

sos esporádicos) 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 está translocado para o cro 

mossomo 2, 14 ou 22 . Foi demonstrado que o gene c-myc é expre~ 

so com maior eficiência por estar translocado a regiões cromos

sômicas vizinhas aos genes das imunoglobulinas , sujeito assim a 

regulação forte. Três regiões do genoma do vírus EBV , implicado 

na etiologia do linfoma de Burkitt, sao também transcritos regu 

larmente nas células transformadas , funcionando como um grupo 

de complementação com c -myc , levando os linfócitos B à transfor 

mação neoplásica. Já no tumor de Wilms, no retinoblastoma e no 

carcinoma familial de células renais, no neuroblastoma e no car 

cinema de células pequenas do pulmão , nao ocorre translocação 

de oncogenes, mas sim deleção de material genético , demonstran

do a existência de genes reguladores antioncogenes ou supresso

res de câncer . O exemplo mais estudado é o gene rb-1, cujos dois 

alelos são perdidos no retinoblastoma familial . 

1.4.1 - Fatores genéticos em leucemias 

Os estudos de ocorrência de l eucemia familial iniciaram-se 

na década de 40 , sendo que, a maioria deles pertencem ao grupo 
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das leucemias linfocíticas , agudas e crônicas. Os casos de leu

cemia mielocitica crônica são muito raros . O número de afetados 

varia de 2 a 6. A maior agregação de casos foi descrita p:>r Gunz 

e cols . ( 1978, 1983) com a ocorrência de 15 casos, 14 agudos e~ 

tre os 302 membros de urna família . Famílias com múltiplos casos 

de leucemias são raras, porém a ocorrência de um caso leva a nma 

probabilidade de 2 a 3% de recorrência entre parentes em 19 grau 

para LLA ou LLC mas não para LMC . Ocorrem também maior número de 

linfomas , especialmente nas famílias com casos de LLC, mas nao 

há aumento da incidência de câncer corno um todo (Gunz , 1983). 

Estes achados não estabelecem claramente que o excesso de inci

dên cia familial seja geneticamente determinado, uma vez que não 

há evidências de herança mendeliana . A herança mendeliana domi

nante com penetrãncia variável é uma hipótese , porém sua disti~ 

ção da herança poligênica é muito difícil . A ausência de casa

mentos consangüíneos nas famílias envolvidas, tem descartado a 

hipótese de mecanismos de recessividade, embora Fraumeni e cols. 

(1969) descreva três casos de leucemia linfocítica crônica na fi 

liação de primos em 29 grau. Nesta mesma família ocorrem anorma 

!idades imunológicas , como baixos níveis de imunoglobulinas , le 

vando os autores a sugerir mecanismos imunológicos envolvidos no 

desenvolvimento das leucemias . 

Vários estudos têm tentado associar a incidência de leuce

mias a marcadores genéticos, como HLA, não tendo sido obtidas 

associações claras entre estes. Pawelec e cols . (1988) entretan 

to , observaram associação positiva e negativa entre os produtos 

gênicos do complexo de histocompatibilidade principal e LLA,mas 

nao com LMC . Estes achados sugerem que a região HLA-DP pode con 



30 

ter genes influenciando a suscetibilidade e resistência ao de

senvolvimento da leucemia . Também Bortin e cols. (1987), anali

sando a freqnência de 35 antígenos HLA A, B, c e DR em 1834 leu 

cêrnicos caucasóides , observaram que o antígeno Cw3 foi signifi

cativamente mais freqüente nos pacientes com leucemia rnielogên! 

ca aguda e crônica. A freqüência de Cw4 foi elevada entre o s pa 

cientes com leucemia linfoblástica aguda e com leucemia mielog~ 

nica crônica, enquanto que o antígeno Aw19 estava significativ~ 

mente diminuído nos casos de LMA e LMC . Os achados sugerem que 

Cw3 e Cw4 podem ser marcadores para genes de suscetibilidade e~ 

quanto que Aw19 pode ser marcador de resistência à leucemias. 

~ sabido que certas condições genéticas, especialmente as 

caracterizadas por anomalias cromossômicas , estão também asso

ciadas a um aumento na incidência de leucemia . O exemplo mais 

conhecido é a Síndrome de Down onde ocorre um aumento dos casos 

de leucemia, especialmente aguda, em relação a taxa normal. T~ 

bérn na anemia de Fanconi , Síndrome de Bloorn e ataxia talangiec

tasia , desordens gênicas, ocorrem um aumento de incidência de 

leucemia. Nestas doenças ocorre urna fragilidade cromossômica ob 

servada na cultura de linfócitos , e urna maior suscetibilidade a 

aberrações cromossômicas após tratamento das culturas com carci 

nogênicos . 

A primeira descrição de urna aberração cromossômica especí

fica em leucemia foi o crornossoma Phil~delphia na Leucemia mie

lóide crônica. A anomalia cromossômica é urna translocação de uma 

região do braço longo do cromossomo 9 ao cromossomo 22. Heister 

karnp e cols. (1983), por técnicas de mapeamento por enzima s de 
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restrição , observaram que o oncogene c-abl inclui-se na região 

translocada do cromossomo 9 . 

Uma revisão sobre achados cromossômicos em leucemias e con 

dições afins foi executada por Sampaio (1983). 

Haluska e cols. (1987) descrevem que neoplasias da linha-

gero de linfócitos B seguidamente envolvem translocação cromoss~ 

micas 11/14, o Último incluindo a cadeia pesada de imunoglobuli 

na, na posição q32 mais especificamente o segmento J e envolve 

a enzima V-D- J recombinase. O cromossomo 14 na região q11 pos-

sui os genes da cadeia do receptor de célula T (TCR) . Uma in-

versao no cromossomo 14, envolvendo esta região, é descrita pa-

ra LLA de célula B, que justapõe o segmento variável da cadeia 

pesada da irnunoglobulina com o segmento TCRJ (Denny e cols. , 

1986) • 

Maiores informações sobre os mecanismos envolvidos nas al-

terações cromossômicas nas Leucemias T e B, e na da diferencia-

cão de cânceres linfóides podem ser obtidos em Haluska e cols. 

(1987) e Graeves (1986), respectivamente. 

Conforme revisão de Mamaeva e cols. (1983) a trissomia,paE 

cial ou total, do braço longo do cromossomo 1, foi observado em 

casos de LMA, LLA, LMC, LA não diferenciada, policitemia vera , 

mielofibrose, linfoma de Burkitt e alguns tipos de anemia. O p~ 

pel da trissomia, que envolve principalmente a região dista! ao 

segmento 1q25, não é conhecida, mas, após o seu surgimento, ob

serva-se pronunciada resistência à terapia citostática e aqrav~ 

se o curso da doença . 
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Taniswaki e cols. ( 1987) descrevem exemplos de transloca

cões como: t(15 : 17) correlacionada à LMA- M3, t(8:21) à M2; tran~ 

locação ou deleção q11 à MS; inversão ou deleção no cromossomo 

16 à M4 com eosinofilia anormal e descreve a evolução cariotíp! 

ca de um caso LMA subtipo M4 associada com eosinofilia na medu

la ossea e anomalias cromossômicas específicas: inv ( 16) (p13q22), 

del (7) (q22q34) e ganho cromossômico #- 8 e j:f.22. O cariótipo m~ 

dal é 47, XY, 7q- , inv(16)+22, mas há três outros clones, 46,XY, 

inv(16); 47,XY, inv( 16)+22 e 48,XY,+8, inv(16)+22. A identific! 

çao das anomalias cariotípicas e sua progressão tem sido valio

sas no diagnóstico e prognose dos pacientes. 

Chitambar e cols ., (1983) descreve uma família na qual 8 

indivíduos, dos 14 de uma geração , apresentaram anemia aplásti

ca, leucemia mielóide aguda, ou anemia aplástica terminando em 

leucemia mielóide aguda. O probando desta família, apresentou

se em fase pré- leucêmica, que evoluiu para leucemia aguda asso

ciada a evolução cariotípica terminada na monossomia do cromos

somo 7. Dois pacientes leucêmicos , de outra irmandade da mesma 

geraçao (primos irmãos 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 óssea de um 

dos dois irmãos com anemia hipoplásica (não Fanconi) , quando es 

te desenvolveu anemia "refratária" com excesso de blastos. Am

bos os pacientes apresentavam inversão constitucional no cromos 

somo 1. Já Kaur e cols . (1972) descrevem uma família onde 5 ir

rnaos apresentam leucemia mielóide aguda ou mielodisplasia, sen

do seu pai falecido por anemia hipoplásica. Os três leucêmicos 

faleceram e os 2 pré- leucêrnicos apresentam um clone de medula 
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óssea, trissômico para um representante do grupo cromossômico C. 

Os dados aqui apresentados, tentam resumir os principais ~ 

xemplos que nos levam a concluir que o desenvolvimento de uma 

neoplasia e a complexa interação entre fatores genéticos, imuno 

lógicos e ambientais . 

1.5 - Objetivos 

O presente trabalho foi desenvolvido junto à Unidade de h~ 

matologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre,com pacientes 

baixados de maio a outubro de 1988 , e teve como objetivos prin-

cipais: 

1 . o estabelecimento das técnicas citoquímicas para Sudan 

black, fosfatase alcalina e esterase não específica; 

2. a avaliação da eficiência destas técnicas na diferencia 

çao dos subtipos de leucemias ; 

3 . o levantamento de dados dos familiares dos probandos , 

quanto a ocorrência de casos de neoplasias em suas famílias; 

4. através dos dados familiares de neoplasias, verificar se 

há indicação de associação entre leucemia e algum tipo específi 

co de câncer , ou repetição de casos leucêmicos, para sugerir um 

estudo detalhado destas famílias. 



2 - MATERIAL E MtTODOS 

A amostra analisada constituiu-se de pacientes baixados no 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre de maio de 1988 a o u tubro 

de 1988 diagnosticados como leucêmicos 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, laborat~ 

riais e citoquímicos , diagnóstico clínico e com especial aten

ção à este trabalho , os dados relacionados a história familiar 

de neoplasias e doenças hematológicas. A ficha utilizada para 

tal coleta encontra-se no apêndice deste trabalho. O material u 

tilizado para análise citoqulmica foi um aspirado de medula ós

sea obtido através de punção na região da crista ilíaca . O asp! 

rado de medula óssea imediatamente após c oletado foi distendido 

sobre lâminas de vidro , para o bse rvação em microscópio óptico. 

As lâminas após secagem ao ar foram tratadas para as diferentes 

técnicas citoquímicas, descritas a seguir . 

2.1 - Reação Acido Periódico-Schiff (P.A.S.) 

O material aspirado de medula óssea anteriormente distendi 

do sobre as lâminas foi fixado cobrindo-se estas lâminas com u-

ma mistura composta de 9 partes de etanol/1 parte de formol 40% 

durante um minuto . Lavou- se as lâminas em água corrente seguin-
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do-se secagem ao ar . As distensões assim fixadas foram cobertas 

com uma solução de ácido periódico a 1% durante 15 minutos . Pro 

cedeu- se nova lavagem e secagem ao ar. As distensões foram en

tão cobertas pela solução de Schiff (1 g de fucsina básica; 200 

rnl de água destilada ; 2 , 0 g de bissulfito de sódio ; 10 ml de á

cido clorídrico lN ; 1 g de car vão vegetal, que deve ser filtra

da e guar dada na geladeira ) e colocadas para incubar no escuro 

durante aproximadamente 30 minutos. Lavaram- se as lâminas em á 

gua corr ente e deixou- se secar ao ar . A contracoloração foi ef~ 

tuada com hematoxi l i na de Carazzi (400 ml de água destilada; 100 

ml de glicerina; 25 g alúmen de potássio ; 0,1 g de iodeto de SQ 

dio ; 1 g de hematoxil ina ) por 1 O minutos (Wilslockie e cols. , 

19 49 ) . 

2.2 - Per oxidase 

As l âminas ant e rio r mente preparadas com material aspirado 

de medula óssea f oram fixadas em urna mistura 9 par tes de etanol: 

1 parte de formol 4 0% por aproximadamente um minuto , sendo pos

ter iormente l avadas e secas . As distensões assim fixadas foram 

cobertas (mais ou menos 1 ml) pela solucâo 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 , O g de acetato de sódio; 1 , 5 

ml de hidróxido de sódio 1N ; 0 , 7 ml de água oxigenada 10 volu

mes ) por 3 minutos . Em seguida adicionava-se sobre as lâminas 

0, 5 ml de uma solução de água oxigenad& p r eparada no momento do 

uso (2 gotas de água o xigenada 10 volumes para 5 ml de água des 

t ilada ) , e deixava-se a l âmin a corar por mais dois minutos. As 

l âminas foram e n tão l avadas em água corrente e secas ao ar li-
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vre e apos isto contracoradas pela coloração de rotina, May-grü~ 

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

2 . 3 - Sudan black 

As lâminas 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 forrnol. 

Passados estes 10 minutos mergulha- se a lâmina fixada em urna cu 

ba contendo a solução corante de Sudan black obtida da mistura 

de 60 ml da solução estoque de Sudan black (0 , 3 g de Sudanblack 

em po dissolvidos em 100 ml de etanol absoluto)com 40 ml de ta~ 

pão (16 g de fenol; 30 ml de etano! absoluto; 0,3 g de rnonofos

fato de disódio 12 hidratado; 100 ml de água destilada), duran

te 30 a 60 minutos, conforme a quantidade de material a corar . 

Após este período as lâminas foram lavadas com etanol 70% para 

eliminar o excesso de corante. Contracorou- se pela coloração de 

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

2.4 - Coloração de Rotina (May-grünwalde/Giemsa) 

Após coloração anterior as lâminas foram fixadas por 3 mi

nutos com o corante de rotina (9,5 g corante May-grünwalde; 11, 

35 g do corante Giemsa; 50 rnl de glicerina; q.s.p. 5000 ml de 

metanol ) , sem lavar colocou-se água destilada sobre a lâmina em 

quantidade suficiente para cobri- la, e deixou- se corando por 5 

minutos. Lavou-se a lâmina com água corrente e deixou- se secar 

ao ar . 

2 . 5 - Fosfatase Alcalina Leucocitária 
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As lâminas foram fixadas no máximo 30 minutos apos a cole

ta para que nao ocorressem falsos negativos devido à inativaçâo 

da enzima. As distensões foram fixadas por 30 segundos em uma 

solução (9 : 1) de etanol/forrnol , lavados em água corrente e se

cos ao ar . Os esfregaços foram então corados com a solução de 

diazônio que é preparada no momento do uso; 1 O ml de solução 

substrato estoque ( 30 mg naphthol AS fosfato i O, 5 ml N- N dime

tilformamida; 100 ml de tampão Tris HC1 0,2 M pH 9,0) com 10 mg 

de Fast Blue B.B., esta solução foi filtrada sobre a lâmina que 

permaneceu corando pelo período de uma hora. Lavou-se o material 

em ãgua corrente e secou- se ao ar . A contracoloracão foi feita 

com vermelho neutro (1 g dissolvida em 1 litro de água destila

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

2.6 - Esterase Não Específica 

o aspirado de medula óssea distendido sobre a lâmina foi 

fixado com o uso de uma mistura gelada de formal/acetona (40 mg 

de monofosfato de disódioi 200 mg de difosfato de monopotássio; 

60 ml de água destilada; 90 ml de acetona; 50 ml de formol) no 

máximo 30 minutos após sua coleta para evitar perda de ativida

de da enzima analisada. Seguiu-se lavagem sob água corrente e 

secagem ao ar. Após secar, a lâmina foi coberta com urna solução 

resultante da mistura de 9, 4 ml de tampão fosfato ph 6, 0-6,3 

(22,4 ml de Na2HP04 1M mais 77,6 ml KH 2Po4 1M) i 0,1 ml de f ucsi 

na hexazotizado (0,2 ml de fucsina 4% .em HC1 2N mais 0 , 2 ml de 

nitrito de sódio a 2%) modificado da técnica original (Li e cols . , 

1973), que utilizava pararosanilina em vez de fucsina; 0,5 ml 

da solução 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 solução deve ser filtra-

da sobre a lâmina. O material foi então incubado por 45 minutos 

à temperatura ambiente . Lavou- se o material com água corrente e 

secou-se ao ar. A contracoloração foi obtida cobrindo-se a lãmi 

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

Cabe salientar que as modificações com relação ao emprego 

de reagentes foram introduzidas com o objetivo de utilizar-se o 

material disponível no laboratório, diminuindo- se assim o custo 

do exame . Os resultados obtidos através do uso da técnica adap-

tada demonstraram- se extremamente satisfatórios, concluindo-se 

que a fucsina e a acetona podem , sem perda de eficiência, subs-

tit uir r espectivamente a para rosanil i na e o 2- metoxietanol nes-

ta técnica citoquímica. 

Em casos de esterase não específica positiva, e da necessi 

dade de diferenciação entre componentes linfóides e monocíticos, 

pode- se utilizar a mesma técnica descrita acima, adicionando-se 

à mistura de incubação, 15 mg de fluoreto de sódio . 
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Tabela 5 - Apresentação dos pacientes estudados 

Nc;> PACIENTE Nc;> PRONTUÂRIO IDADE SEXO Nc;> :LEtJC(:crros NO 
SANGUE Pt;K l.l'"~H 

1 D.M.B. 113645/6 58 F 300 

2 A.V . L. 400166/5 59 M 4.700 

3 A. S.C. 380520/7 16 F * 
4 R.S.C. 234339/0 18 F * 
5 L.D . 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. D. 405947/3 14 F 1 . 400 

9 C.C.H. 402772/8 49 M 5. 100 

10 P.M. 327527/8 03 F 4.400 

1 1 J . A. V. L. 405981/2 75 F 2.700 

12 F . S . P . 406730/2 70 F 1. 300 

1 3 N.D.B. 405993/7 63 F 3.000 

1 4 O.B . S. 405998 /6 68 F 2.000 

15 M.M . K. 410149/0 22 M 31 . 300 

16 A.M . 39 46 14/2 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 nao localizados 



3 - RESULTADOS E DISCUSSAO 

3.1 - Citoquimicas 

Os resultados obtidos através das técnicas citoquimicas em 

aspirado de medula dos 23 pacientes estudados, bem como o diag

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

Para melhor visualização dos resultados, os dados da Tabe

la 6 foram agrupados , de acordo com o diagnóstico, na Tabela 7. 

Esta tabela descreve os resultados obtidos para cada uma das té~ 

nicas citoquímicas utilizadas nos diferentes subtipos de leuce

rnias. 



Tabela 6 - Resultados das citoqulmicas e diagnóstico para os 23 pacientes estudados 

NQ c I T O Q u 1 M I C A s DIAGNOSTICO 

Peroxidase ~y~~~ PAS ESTE RASE fl - E OBSERVAÇOES CLASSIFICAÇÃO FAB 

01 + + LMA - t12 - - + 

02 70% + 54% + + 55% + LMA - M4 --
03 + + - LMA - r1s -
04 LMA - M4 

os - - + - LMA - MG 

06 - + + - LMA - M6 

07 + + - LHA - M2 
·-

08 + + - LMA - M4 

09 + Fosfatase alcalina- IM:: em agudização - - - -
10 - - 100% + LLA - L2 

11 + + - LMA - M1 

12 + + - LMA - M4 

13 + + - LMA - M1 

14 + + - LMA - M1 -
15 - - - - LLA - L2 -
16 - - + - LLA - L2 -

_]7 + + - LMA - t12 

18 + + - + Inibição por NaF + LMA - MS 

19 + + - LMA - M2 

20 + + - 50% + 
Inibiçao incompleta 

oór NaF LMA - M4 
-

21 + + 50% + Inibição por NaF + L. Bifenotipica 
-

22 + - LMA 
- Inibiçao total por ...,., ... - + ...,_ ...... LMA - MS 



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

subgrupo da leucemia apresentada pelo paciente . 

Excluida desta tabela a paciente número 22, que apresentava leucemia elas 

sificada apenas como LMA. 

DIAGNÓSTICO 
N9 de P. A. S . Suàan black PEROXIDASE ESTERAS 

·-
E 

casos Testados Positivos Testados Positivos Testados Positivos Testados Positivos 

LMA - M 1 3 3 o 3 3 3 3 - -

M2 4 4 1 4 4 4 4 - -

M 4 5 4 1 4 4 4 4 2 2 

. 
M 5 3 3 o 3 3 2 2 2 2 

M 6 2 2 2 2 1 2 o 2 o 

LLA- L 2 3 3 2 3 o 3 o 2 o 

IM:: EM AGUDIZAçAo 1 1 1 1 o 1 o - -

lEUCEMIA BIFENOI'ÍPICA 1 1 1 1 1 - - 1 1 
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Apoiados em revisões fe i tas por Schmalzl & Braunsteiner 

(1971) , Hayhoe & Cawley (1972) e Scott (1978) a respeito das a 

plicações de técnicas citoquírnicas no estudo das leucernias agu

das , podemos afirmar que as técnicas de Sudan black e peroxida

se caracterizam as leucemias mielóides agudas; P . A . S. caracteri 

za leucemia eritroblástica (LMA - M6 ) e leucemias linfóides; e~ 

terase não-especifica caracteriza leucemias que apresentam com

ponentes monocíticos ou linfócitos tipo T . Entretanto, segundo 

Twu e cols . (1 987 ), as técnicas citoquímicas ainda apresentam 

cer tos problemas . Se por um lado podemos identificar com relat! 

va p r ecisão granul ócitos , monócitos e seus precursores, o estu

do dos l infócitos a i nda não é satisfatório. Por exemplo , em es

t udo r ealiza do por Cantú- Rajnold e cols. (1986) em crianças com 

l e ucemia l i n fóide aguda , os resultados para as técnicas de P.A. S., 

est erase não- específica e fosfatase ácida foram bastante varia

dos. 

Comparando- se a Tabela 3 com os dados apresentados na Tab~ 

la 7, podemos observar que os resultados obtidos no presente tra 

balho coincidem com o descrito na lit eratura. 

Dos 16 pacientes diagnosticados como portadores de leuce

mia mielóide aguda , o aspirado de medula de 15 deles apresentou 

positividade para a coloração de Sudan black. Apenas um aprese~ 

tou- se negativo para esta coloração, sendo o paciente diagnost! 

cado como portador de leucemia eritroblástica . 

Os mesmos aspi rados da medula dos 16 pacientes foram testa 

dos para a técnica citoquímica de P.A.S., sendo 4 análises pos! 

tivas . Dos 4 pacientes cujos exames foram positivos , 2 foram dia~ 
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nosticados como portadores de LMA - M6. 1S pacientes diagnosti-

cados como portadores de leucemia mielóide aguda tiveram sua me 

dula testada para peroxidase , 13 apresentando resultados posit! 

vos , sendo os 2 pacientes cujos resultados foram negativos, dia~ 

nosticados como portadores de LMA - M6 . 

Os dados acima confirmam o esperado para as l e uce mias mie

lóides agudas M1 a MS, que tendem a ser P.A . S. negativo e Sudan 

black e peroxidase positivos . No caso de leucemi a mielóide agu

da - M6 ocorre , geralmente, positividade para a técnica de P.A.S. , 

sendo Sudan black e peroxidase preferencialmente negativos. 

Dos 8 pacientes diagnosticados como LMA - M4 e LMA - MS, ou 

seja com presença de componentes monocíticos , a medula de 4 foi 

testada para esterase não especifica, todos os resultados sendo 

positivos (Figura 6 ). 
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FIGURA 6 - Distensão de medula ossea . Leucemia mielóide aguda -

MS . 100% de células positivas para a técnica de es-

terase não-específica. 

A figura 7, em contraposição à figura 6, apresenta o aspe~ 

to de uma lâmina de medula óssea de uma leucemia não monocítica, 

corada para esterase não- específica e que teve resultado negati 

vo . Nota- se positividade em um rnonócito normal e blastos negat! 

vos apresentando apenas a contracoloração do núcleo. 

LIO CA SE'Tortllt;'\. 
ISSTITUTO Of IIOCitNCiAf. 
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FIGURA 7 - Distensão de medula óssea corada para esterase nao-

especifica. Leucemia não apresentando componente mo-

nocitico . a) monócito normal positivo. Blastos nega-

tivos. 

Dos 3 pacientes que foram diagnosticados como LLA- L2, dois 

tiveram sua medula óssea testada para esterase não-especifica , 

sendo ambos negativos, o que nos leva a crer que as células que 

deram origem a estes processos neoplásicos encontravam-se ainda 

em um grau muito pequeno de diferenciação, não proporc]Dnando po 

sitividade para esta técnica que também caracteriza linfócitos 

T, ou a leucemia era derivada de linfócitos B. No que se refere 

ao uso da esterase não- especifica para determinação de linfóci-

tos T, algumas considerações devem ser feitas . 
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Segundo Li e cols. (1973) o uso de ~ -naftil acetato estera 

se corno substrato para a técnica de esterase não-específica ca

racteriza monócitos e megacariócitos . Pinkus e cols. (1979) apr~ 

senta este mesmo substrato em técnicas de esterase não-específ~ 

ca como marcador para linfócitos T, salientando que, quando uti 

lizado fluoreto de sódio para inibir a ação de determinadas iso 

enzimas da esterase, apenas os monócitos têm sua coloração ini

bida, ficando os linfócitos T corados normalmente ou com colora 

ção ligeiramente mais fraca . 

Durante as análises efetuadas para a realização do presen-

te trabalho, foram feitas colorações para as esterases com o 

substrato em questão, sendo também utilizado o processo de ini

bição por fluoreto de sódio. Nestas colorações observou-se ini

bição também em linfócitos T quando adicionado o fluoreto de só 

dio, o que contraria as observações de Pinkus e colaboradores . 

Cabe salientar que a amostra estudada no presente trabalho é p~ 

quena, além da possibilidade de terem ocorrido problemas no de

senvolvimento da técnica, de modo que recomendamos um maior es 

tudo a respeito da ocorrência de esterase em linfócitos T a fim 

de resolver esta questão. 

A medula dos casos diagnosticados corno leucemia linfóide a 

guda foi ainda testada para as técnicas de Sudan black , peroxi

dase e P.A.S. Resultados positivos foram encontrados apenas p~ 

r a a técnica de P . A. S ., o que corresponde ao descrito na litera 

tura. A figura 8 apresenta o aspecto de urna distensão de medula 

ossea de um paciente com leucemia linfóide aguda , corada para S~ 

dan black . Sendo esta coloração especifica para granulócitos,c~ 
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racterizando leucemias mielóides, o aspecto negativo dos b las

tos é compatível com o diagnóstico . 

FIGURA 8 - Distensão de medula ossea de um paciente com leuce

mia l infói de aguda , corada para Sudan black . a) gra

nulócitos normais positivos . Aspecto geral dos blas

tos negativo. 

3 . 2 - Agudização em uma Leucemia Mielóide Crônica 

O paciente número 9 apresentou quadro de leucemia mielóide 

crônica em processo de agudização . 

Segundo Scott (1978) , crise blástica e um distúrbio no qual 

ocorre a transição de uma leucemia mielóide crônica para urna foE 

ma aguda. t caracterizada pelo aparecimento de células imaturas 

demonstrando peculiaridades citoguímicas e morfológicas . Aproxi 

madamente 90% dos indivíduos com leucemia rnielóide crôni ca de

senvolvem crise blástica, sendo esta uma das maiores causas de 
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morte em L .M. C.s. Cabe salientar que a agudização de uma L . M.C . 

é um processo considerado comum pelos hematologistas, visto sua 

freqüência , ocorrendo geralmente agudização linfóide, ou seja, 

aparecimento de células imaturas da linhagem linfóide no sangue 

periférico e/ou medula óssea . 

Há casos como o relatado por LÓpez e cols. (1986), em que 

um único paciente, inicialmente diagnosticado como LLA- L1 desen 

volveu LMA- M1 como um segundo distúrbio hematológico; há casos 

ainda como o paciente numero 21 do presente trabalho, que apre

senta leucemia bifenotípica , c om presença de precursores leucê

micos das séries linfóide e monocítica. t importante diferenciar 

agudização da LMC dos casos acima pois cada um deles apresenta 

características e prognóstico específico. 

O diagnóstico de leucemia mielÓide crônica do paciente nu

mero 9 do presente trabalho foi possível pela análise morfológ~ 

ca das células neoplásicas diferenciadas presentes no sangue p~ 

riférico . Após diversas colorações citoquímicas de distensões 

de medula óssea pode-se observar que os blastos (células indife 

renciadas) leucêmicos apresentavam-se negativos para Sudan black 

e peroxidase , e positivos para P . A.S ., o que sugere agudização 

linfóide (vide Tabela 7) , diagnóstico bastante provável se com

par ado ao esperado em pacientes com LMC. 

3 . 3 - Ocorrência de Neoplasias em Aparentados dos Proban

dos 

Através do levantamento da ocorrência de neoplasias nas 22 

famílias dos pacientes estudados, obser vamos que 7 famílias apr~ 

sentaram algum tipo de neoplasia, além do apresentado pelo pro-
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bando . Em 5 destas famílias , a nova neoplasia ocorreu em paren-

tes em primeiro grau do probando. Entretanto, somente duas des-

tas famílias apresentaram outro caso de leucemia. 

Os dados relacionados à ocorrência de neoplasias em aparen-

tados dos probandos estão resumidos na Tabela 8, conforme o pa-

rentesco do indivíduo afetado com o probando e a neoplasia apre-

sentada. 
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Tabela 8 - Número de famílias apresentando neoplasias em p~ 

rentes do propósito, divididas por tipo da neo

plasia e grau de parentesco do afetado com o pr~ 

bando 

NÚMERO DE GRAU DE PARENI'ESCO 

FAMÍLIAS NEOPLASIA 00 AFETA.!X) EM RELA. 

Çll.O AO PROBANOO 
·-

2 Leucemia 19 grau 

2 Câncer de mama 19 grau 

2 Câncer de estômago 19 grau 

1 Câncer de vesícula 19 grau 

1 Câncer de bexiga 19 grau 

1 Câncer de esôfago 19 grau 

1 câncer de bexiga 29 grau 

1 Neoplasia não especificada 29 grau 
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Várias anormalidades congênitas podem ser associadas e leu-

cemias, como a sindrome de Wiskott-Aldrich; síndrome de Blackfa~ 

Diamond ; deficiência familial de peroxidase , entre outros. (Gunz 

e cols . , 1983) . Em uma revisão de 973 casos de câncer na infân-

cia feita por Green em 1986 foram encontradas 13 famílias nas 

quais um irmão do probando desenvolveu alguma forma de câncer , 

também durante a infância . Entre estas 13 famílias 6 apresenta-

vam pelo menos um dos afetados com leucemia, sendo assim distri-

buidos os casos: 2 casos em que ambos irmãos apresentaram LLA; 1 

caso em que um dos afetados apresentou LLA e o outro apresentou 

Distúrbio de Hodgkins; 1 caso em que 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, não foi possível estabelecer urna rela-

ção exata que possa determinar uma associação entre estas formas 

de câncer e as leucemias identificadas em irmãos . 

O presente trabalho, através do levantamento de dados rela-

tivos à ocorrência de neoplasias em aparentados dos probandos 

(Tabela 8) , tentou determinar urna associação entre as formas de 

câncer observadas e leucemias . 

Não foi encontrada nenhuma forma de cancer que se repetisse 

entre os aparentados dos leucêmicos, em freqüência que permitis-

se sugerir alguma associação . 

Cabe salientar que para que seja feita qualquer afirmação 

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 próximos anos. 

3.4 - Leucemia Familial: possibilidade de herança genética 

No presente trabalho , e ntre as 22 famílias estudadas, foram 

encontradas duas famílias que apresentavam 2 parentes em 1Q grau 

com leucemia. É interessante notar que o esperado de ocorrência 

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 ocorrência de leucemia farnilial em parentes 

em 19 grau. Na figura 9 encontram-se as genealogias destes 2 ca-

sos, com os dados que foram possíveis de localizar até o momento, 

sendo, a partir de agora as duas famílias denominadas respectiv~ 

mente de famílias A e B. 
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FAMÍLI A B 

+ 
CET 

LMA- M2 

L 

FIGURA 9 - Famílias em que houve ocorrência de leucemias em pa-

rentes em primeiro grau dos probandos. Abreviações: L, 

leucemia não especificada; LMA-MS, leucemia monocíti-

ca aguda; LMA- M4, leucemia mielomonocítica aguda; ~ 

M2 , leucemia mielóide aguda; CEF, câncer de esôfago ; 

CET, cãncer de estómago; CM, cãncer de mama; +, indi-

víduo já falecido. 

FAMÍLIA A- Paciente numero 3, sexo feminino, 16 anos, por-

tadora de leucemia mielóide aguda - MS. Paciente número 4, irmã 

mais velha da paciente 3 . Tinha 18 anos ao ser diagnosticada co

rno leucemia mielóide aguda - M4 . De acordo com os dados familia-

res averiguados , o pai das pacie ntes faleceu de câncer de esófa-

go e a mãe destas apresentou câncer de mama. 

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

sentando leucemia mielóide aguda - M2. Dois anos antes de ap:te-
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sentar quadro leucêmico sofreu retirada de um nódulo maligno da 

mama, recebendo , como terapia 28 sessões de radioterapia. O pai 

da paciente faleceu com câncer de estômago e a mãe faleceu apre

sentando leucemia não especificada . 

A paciente 19 deve ser estudada sob dois aspectos; primeiro 

levando-se em conta a possibilidade de herança genética da leuce 

mia , visto ambos os pais apresentarem neoplasias, o que já e um 

indicio de aumento de susceptibilidade à ocorrência de outras neo 

plasias na familia. 

Deve- se levar em conta também, o fato de a paciente ter a-

presentado uma neoplasia (câncer de mama) , e ter sofrido radiote 

rapia . 

Rosner (1976) relata vários casos em que houve desenvolvi -

mento de leucemia aguda após quimioterapia e/ou radioterapia em 

pacientes que apr esentavam algum outro tipo de neoplasia. 

Os dados levantados até o presente momento a respeito des-

tas duas famílias não permite urna conclusão exata a respeito de 

herdabilidade ou não da leucemia farnilial em questão . Novos est~ 

dos deverão suceder- se com a obtenção de mais dados destas farni-

lias, ampliando , na medida do possível, o estudo das genealogias 

no sentido horizontal e vertical. 

Famílias com dois ou mais casos de leucemia sao as evidên-

cias mais fortes para suportar a tese de que há um fator genéti-

co responsável pelo desenvolvimento desta neoplasia. Muitos ca-

sos de leucemia farnilial têm sido relatados . Dentre estes casos 

podemos citar aqueles em que há ocorrência de mais de um indiví-
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duo com leucemia mielóide aguda em uma mesma família, tais corno 

os descritos por Heath & Moloney (1965), McPhedran e cols. (1969), 

Snyder e cols. (1970), Kaur e cols . (1972), Green (1986) , entre 

outros . 

Há ainda casos de leucemia linfóide crônica familial, corno 

o relatado por Fraumeni e cols. (1969) ou casos de leucemia farni 

lial associada à monossomia do cromossomo 7; Chitambar e cols . 

(1983) , Paul e cols . (1987 ). t conhecido que alguns indivíduos a 

prese ntam uma maior susceptibilidade a desenvolverem leucemia . 

são estes i ndivíduos os que apresentam alguma anormalidade cro-

rnossômica, tais como a trissomia do 21 ou síndrome de Down, a mo 

nossomia do 7, e anormalidade s nos cromos somos sexuais (Gunz e 

cols. , 1983) . 

Os casos aqui apresentados, embora nao cariotipados, nao a -

presentarn dados clínicos compatíveis à síndrome de Down ou anoma 

lias dos cromossomos sexuais. Os dados sobre a cariotipagem das 

células de suas medulas não encontram-se, ainda, à nossa disposi 

ção , para que seja efetuada alguma relação com clones de células 

cromossornicamente anormais e o desenvolvimento da leucemia. 



4 - RESUMO E CONCLUSAO 

o presente trabalho consta de um estudo citoquírnico em 23 p~ 

cientes leucêmicos do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) 

e levantamento de dados relacionados à ocorrência de neoplasias 

em aparentados destes pacientes . Os objetivos do trabalho foram: 

I - o estabelecimento das técnicas citoquímicas para esterase nã~ 

-específica , fosfatase alcalina e Sudan black na rotina da Unida 

de de Hematologia do HCPA; II - a avaliação da eficiência destas 

técnicas no diagnóstico de leucemias; III - a tentativa do esta-

belecimento de associação entre as leucemias e algum outro tipo 

de neoplasia em apar entados dos probandos. 

Após a análise dos resultados podemos concluir que as técn! 

cas citoquímicas introduzidas na rotina do HCPA foram de grande 

ajuda no diagnóstico de determinados casos de leucemia, condizen 

do os resultados obtidos com o descrito na literatura . Com o au-

xílio das têcnicas citoquímicas implantadas, o diagnóstico de p~ 

cientes leucêmicos internados no HCPA tornou-se mais rápido, fa-

vorecendo o início de uma terapia adequada. 

Não observamos associação entre a ocorrência de leucemias e · 

as diversas outras neoplasias encontradas. Resultados mais con-

clusivos poderão ser obtidos com a continuidade do presente estu 
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do e conseqtlente aumento amostral . Um estudo mais aprofundado das 

famí lias , tais como a A e B , que apresentaram dois casos de leu-

cemia em par ent es próximos dos probandos , poderá levar a achados 

mais conclusivos . 
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6. APENDICE 

Ficha de acompanhamento 

Ficha n9 : 

Data: 

Dados Pessoais : 

Nome: 

Registro de Prontuário: 

Data de Nascimento : 

Local de Nascimento: 

Sexo: 

Cor: 

Profissão: 

Trabalha em ambiente insalubre? 

Identifique : 

Dados Relacionados à Família: 

História Familiar de Neoplasias e/ou Doenças Hematológicas: 

Dados Laboratoriais do Paciente: 

Número de Leucócitos: Blastos % 

nao Blastos % 

Número de plaquetas: 

Hematócrito: 
Âcido Orico: 

Medulograma: 
Imunofenotipagem: 

Citogenética: 



Citoquimica: 

P.A.S. 

Peroxidase 

Sudan Black 

Esterase não Específica 

Esterase Cloroacetato 

Fosfatase Alcalina 

Fosfatase Âcida 

Diagnóstico : 

Observações: 

% Positivo % Padrão Resultado 




